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RESUMEN 
En esta investigación se determinó la influencia que tienen los distintos solventes en el desarrollo 
de un método espectrofotométrico para la cuantificación de azitromicina en tabletas. Se realizaron 
pruebas con: etanol, metanol, isobutanol, propanol y acetona; en todas éstas, la azitromicina es 
soluble, pero solo en etanol e isobutanol se comprobó la  absorción en la zona del espectro 
ultravioleta, en esta región, hubo interferencias con los excipientes de las tabletas, limitando el 
desarrollo del método en la zona del espectro ultravioleta. 
En el método propuesto se utilizó  5 mL de metanol como disolvente de la azitromicina porque, se 
disolvió en menor tiempo que en el etanol y se afora con ácido clorhídrico 0,1 N, al final se hace 
reaccionar con ácido sulfúrico concentrado para que la azitromicina forme un compuesto coloreado 
cuya longitud de onda máxima es a 481 nm. 
También, se validó el método que cumple con todos los parámetros descritos en la Farmacopea de 
los Estados Unidos (USP-34) para productos farmacéuticos que son: Linealidad, Intervalo de 
concentraciones, Exactitud, Precisión, Especificidad, Robustez; también se evalúo la incertidumbre 
del método la cual es menor al aceptado por la ICH Q2(R1) (U<30%). 
Por último, se comparó el método desarrollado con el método oficial de la USP-34, con un HPLC, 
comprobándose que no existe una diferencia significativa al método oficial. 
Palabras clave: AZITROMICINA – MACRÓLIDO, QUÍMICA FARMACÉUTICA, 
AZITROMICINA – VALIDACIÓN DE MÉTODOS, ANÁLISIS DE FÁRMACOS, LEY DE 
BEER – FÁRMACOS,  CROMÓFORO - AZITROMICINA 
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ABSTRACT 
In this investigation it was determinate the influence of different solvents in the development of a 
spectroscopic method for the quantification of azithromycin in tablets, was tested with: ethanol, 
methanol, isobutanol, propanol and acetone; in all this solvents, azithromycin was dissolved, but 
only in ethanol and isobutanol was comprobated the ultraviolet absorption, in this region has 
interference with excipients of the tablets, limiting the develop of this method in the ultraviolet 
spectrum.  
In the method proposed was used 5 mL of methanol like solvent of the azithromycin because, 
azithromycin was dissolved faster than other solvents and gauging with hydrochloric acid 0,1 N, 
reacted eventually with sulfuric acid concentrate to form a chromogenic group whose maximum 
absorption wavelength is to 481 nm. 
Also this method was validated and complies with all parameters of validation that are described in 
the United States Pharmacopeia (USP-34): Linearity and Range, Accuracy, Precision, Specificity, 
Robustness; also was determinate the uncertainty of this method, that is within specification of ICH 
Q2(R1) (U<30%). 
Finally, was compared with official method of USP-34, HPLC method, with a HPLC, verifying 
itself that there is not a significant difference to the official method. 
Keywords: AZITHROMYCIN – MACROLIDE, PHARMACEUTICALS CHEMISTRY, 
AZITHROMYCIN – VALIDATION OF METHODS, DRUGS ANALYSIS, BEER’S LAW – 
DRUGS, CROMOPHORE – AZITHROMYCIN. 
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1. CAPITULO I EL PROBLEMA 
1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
El método de cromatografía liquida de alta resolución (HPLC), es muy utilizado en la valoración de 
muchos principios activos, algunos de ellos tienen este único método para su valoración, el 
inconveniente que ocurre en este método es que; se necesita de materiales y reactivos 
especialmente diseñados para el uso en HPLC y también requiere de personal calificado para el uso 
de estos equipos, condiciones que a veces no pueden ser cumplidas, otro inconveniente es que este 
método es muy complicado al momento de ponerlo en práctica, además que los costos son, 
comparando con otros métodos de valoración, muy elevados, se presentan también dificultades 
técnicas como el mantenimiento del equipo que puede generar limitaciones para realizar las 
valoraciones. 
Los solventes cumplen un rol importante al momento de realizar un nuevo método para la 
valoración de algunos principios activos, si no se elige un solvente adecuado el método 
desarrollado podría no presentar las características necesarias para validar  el método puesto que 
este puede interactuar con los excipientes de la formulación de los medicamentos, por lo tanto un 
solvente mal elegido causaría problemas al momento de determinar la especificidad del método. 
En la Farmacopea de los Estados Unidos (USP 34), el método para cuantificar azitromicina es sólo 
mediante HPLC y la dificultad que se presenta es que algunas industrias farmacéuticas no pueden 
obtener un equipo de Cromatografía Liquida de Alta Resolución (HPLC) por sus altos costos, por 
lo que se requiere desarrollar métodos alternativos para la valoración de este principio activo; como 
pueden ser valoraciones espectrofotométricas las cuales también, como el método de HPLC, son 
reproducibles, exactas, precisas; si se les da las condiciones adecuadas, además de que son más 
factibles que un método por HPLC.  
1.2. FORMULACIÓN DEL PROBLEMA O HIPÓTESIS 
Los solventes influyen en el desarrollo del método espectrofotométrico para cuantificar 
azitromicina en comprimidos el cual podría ser una alternativa del método descrito en la 
Farmacopea de los Estados Unidos. (USP 34) 
1.3. OBJETIVOS 
1.3.1. OBJETIVO GENERAL 
Determinar la influencia de los disolventes en el desarrollo del método espectrofotométrico para la 
valoración de azitromicina en comprimidos. 
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1.3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 Realizar ensayos de laboratorio con diferentes solventes para determinar la solubilidad de 
la azitromicina y ver cómo afectan estos al desarrollo del método. 
 Demostrar que el método desarrollado cumple con los parámetros de exactitud, precisión, 
linealidad, robustez, especificidad e incertidumbre, necesarios para su validación. 
 Comparar los resultados de la valoración por el método espectrofotométrico con los 
resultados obtenidos con el método de valoración oficial descrito en la farmacopea USP 34. 
 Establecer los parámetros de desempeño del método espectrofotométrico tales como: 
longitud de onda, linealidad sensibilidad, intervalo óptimo de concentraciones, 
interferencia con los excipientes, incertidumbre. 
 Establecer un análisis de costo/tiempo de los dos métodos utilizados. 
1.4. JUSTIFICACIÓN E IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACIÓN 
Los solventes tienen un gran efecto sobre el soluto, siempre interactúan entre sí, la diferencia está 
en que algunos solutos pueden reaccionar con el solvente, por esta razón hay que elegir un solvente 
que no reaccione con el principio activo que queremos valorar y también que no interactúe con 
algún componente de la formulación, motivo por el cual, se realizará esta investigación para 
determinar cuál es el solvente adecuado para el desarrollo del método espectrofotométrico para la 
valoración de azitromicina en comprimidos. 
Al no haber métodos alternativos al HPLC para la valoración de azitromicina crea la necesidad de 
desarrollar un nuevo método espectrofotométrico para su cuantificación, además que los métodos 
espectrofotométricos no requieren de materiales ni de reactivos especialmente utilizados para 
HPLC, esto incrementa los costos y las dificultades al momento de realizar este tipo de métodos 
cromatográficos. 
El método que se va a desarrollar es sencillo y económico ya que se utiliza menos materiales y no 
necesita de reactivos grado HPLC, además que sería un método alternativo cuando no se pueda 
utilizar el equipo de cromatografía porque está dañado o en mantenimiento. 
Todos los métodos que se utilicen en la industria farmacéutica tienen que estar validados para 
asegurar la reproducibilidad, exactitud y precisión de los datos obtenidos, por lo que este método 
estará sujeto a los requisitos necesarios para su validación. 
Actualmente la azitromicina es el antibiótico macrólido más utilizado para cierto tipo de 
infecciones, como son las respiratorias causadas por: H. influenzae, M. catarrhalis, Bordetella 
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pertussis y M. pneumoniae, y otro tipo de infecciones. También los macrólidos especialmente la 
azitromicina es una terapia alternativa cuando existe hipersensibilidad y resistencia a los 
antibióticos -lactámicos, por lo que el consumo de este antibiótico es alto, de aquí la necesidad de 
que este medicamento debe ser de calidad, seguro para el consumo y tener la dosis adecuada para 
que alcance las concentraciones plasmáticas deseadas para su acción y un método 
espectrofotométrico validado aseguraría la cuantificación de este principio activo. (Guía 
terapéutica, 2002) 
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2. CAPÍTULO II MARCOTEÓRICO 
2.1. ANTECEDENTES 
En la actualidad no existe información sobre estudios realizados para desarrollar un método para la 
cuantificación de azitromicina alternativo al método de HPLC,  la azitromicina es soluble en 
alcoholes de bajo peso molecular, en cloruro de metileno, en acetona, pero no se ha desarrollado 
métodos espectrofotómetricos utilizando estos solventes.  
Sin embargo en una investigación realizada en la Facultad de Ciencias Químicas de la Universidad 
Central del Ecuador en el año 2008 acerca del desarrollo de un método para la valoración de 
claritromicina en comprimidos, antibiótico que pertenece al mismo grupo de la azitromicina 
llamados macrólidos; esta investigación se basa en la posibilidad de que la claritromicina tenga la 
capacidad de absorber luz en la zona del utravioleta a 210 nm como lo refiere la Farmacopea USP 
34, y la otra posibilidad es que este compuesto reaccione con ácido sulfúrico concentrado dando 
lugar a un compuesto coloreado cuya absorción es en el visible. (Cumba A., 2008) 
Una vez terminada esta investigación dio como resultado que la claritromicina al reaccionar con 
ácido sulfúrico concentrado formaba un compuesto coloreado cuyo pico máximo de absorción es 
de 481 nm. (Cumba A., 2008) 
Este método analítico desarrollado si cumplió con todos los parámetros (linealidad, rango, 
precisión, exactitud, especificidad y robustez) que se requiere para que un método sea validado. 
(Cumba A., 2008) 
2.2.  MARCO REFERENCIAL TEÓRICO 
2.2.1. ESPECTROMETRÍA DE ABSORCIÓN MOLECULAR 
ULTRAVIOLETA/VISIBLE 
Las medidas de absorción de la radiación ultravioleta y visible encuentran una enorme aplicación 
en la determinación cuantitativa de una gran variedad de especies tanto inorgánicas como orgánicas 
(Skoog, Holler, & Nieman, 2001) 
La espectroscopia de absorción molecular se basa en la medida de la transmitancia (T) o de la 
absorbancia (A) de disoluciones en cubetas transparentes que tienen un camino óptico de b (cm). 
Normalmente, la concentración c de un analito absorbente está relacionada linealmente con la 
absorbancia como representa la ecuación. (Skoog, Holler, & Nieman, 2001) 
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Ley de Beer 
           
  
 
     
P0/P = Potencia radiante 
A = Absorbancia 
T = Transmitancia 
= Absortividad molar 
b = Camino óptico de la radiación 
c = concentración 
2.2.1.1. Absorción de la radiación 
Los métodos de absorción, están basados en la disminución de la potencia de la radiación 
electromagnética como consecuencia de la absorción que se produce en la interacción con la 
materia. (Robinson, 1974) 
En los métodos de absorción molecular, las transiciones se producen cuando las partículas pasan de 
su estado normal  a temperatura ambiente, o estado fundamental, a uno o más estados excitados de 
energía superior. Entonces el medio para caracterizar los componentes de interés en una muestra, 
los proporciona un estudio de frecuencias de la radiación absorbida, ya que las diferencias de 
energía son características para cada especie. (Robinson, 1974) 
La potencia radiante (Po/P) que es la energía de un haz de radiación que alcanza un área dada por 
segundo, se determina con un detector de radiación que convierte la energía radiante en una señal 
eléctrica S. (Robinson, 1974) 
Los métodos cuantitativos basados en la absorción requieren de dos medidas de potencia: 
 La potencia antes de que el haz de luz pase a través del medio que contiene el analito (P0). 
 La potencia después de que el haz atraviese el medio que contiene al analito (P). 
(Robinson, 1974) 
2.2.1.2. Absorbancia y Transmitancia 
Para comprender los términos de absorbancia y transmitancia es necesario ejemplificar a una 
muestra que está contenida en un medio y en un haz de radiación pasa a través del medio y como 
consecuencia de las interacciones entre los fotones y los átomos o moléculas absorbentes, la 
potencia del haz disminuye de P0 a P. (Robinson, 1974) 
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Entonces la transmitancia se define como la fracción de radiación incidente, a una longitud de onda 
especificada, que pasa a través de la muestra. Su expresión matemática en frecuencia o en 
porcentaje es:  
Transmitancia 
   
 
  
        
 
  
 
Y la absorbancia se relaciona con la transmitancia y define por la siguiente 
Absorbancia 
                   
 
  
 
2.2.1.3. Ley de Beer 
Muchas son las formas de explicar la ley de Beer, pero la más sencilla se explica ilustrando la 
disminución de la potencia del haz de radiación hasta un valor P como consecuencia de la 
absorción, que se produce cuando el haz de radiación monocromática paralela de potencia P0, 
choca contra una celda a través de una longitud b, que contiene n átomos, iones o moléculas 
absorbentes. 
La ley de Beer está representada en la Ecuación 1. Consideremos el bloque de material absorbente 
que se muestra en la ilustración 2.1. Un haz de radiación monocromático paralelo de potencia P0 
choca contra el bloque de forma perpendicular a la superficie; después de pasar a través de una 
longitud b de material, que contiene n átomos, iones o moléculas absorbentes, su potencia 
disminuye hasta un valor P como resultado de la absorción. (Skoog, Holler, & Nieman, 2001) 
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Ilustración 2.1 Ley de Beer 
 
Nota: (Skoog, Holler, & Nieman, 2001) 
2.2.1.4. Instrumentación 
2.2.1.4.1. Componentes de los instrumentos 
Los elementos esenciales de un instrumento para medir la absorción de radiación ultravioleta, 
visible, están compuestos por los siguientes componentes: 
Fuentes 
Cuando se trata de medidas de absorción molecular es necesario disponer de una fuente continua 
cuya potencia no cambie bruscamente en un intervalo considerable de longitudes de onda. 
Las principales fuentes de radiación son: 
 Lámparas de deuterio y de hidrógeno.- Producen un espectro continuo útil para la región 
comprendida entre 160 y 375 nm.  
 Lámparas de filamento de wolframio.- Útil para la región de longitud de onda 
comprendida entre 350 y 2.500 nm, esta es la fuente más común de radiación visible y del 
infrarrojo cercano. 
 Lámparas de arco de xenón.- Presenta un espectro continuo en un intervalo comprendido 
entre 200 y 1.000 nm. 
Selectores de longitud de onda 
Para la mayoría de análisis espectroscópicos, se necesita una radiación constituida por un grupo 
limitado, estrecho y continuo de longitudes de onda denominado banda. Una anchura de banda 
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estrecha aumenta la sensibilidad de las medidas de absorbancia […] con frecuencia es un requisito 
para obtener una relación lineal entre la señal óptica y la concentración. 
Idealmente la señal de salida de un selector de longitud de onda correspondería a una radiación de 
una única longitud de onda o frecuencia. Pero no existe ningún selector de longitud de onda que se 
aproxime al caso ideal. 
Existen dos clases de selectores de longitud de onda, los filtros y los monocromadores. 
a) Filtros 
Hay dos tipos de filtros: los filtros de interferencia y filtros de absorción. Los filtros de absorción 
sólo operan en la región del visible mientras tanto que los de interferencia operan tanto en el 
visible, ultravioleta y buena parte del infrarrojo (IR). 
b) Monocromadores 
En muchos métodos espectroscópicos, es necesario o deseable poder variar, de forma continua y en 
un amplio intervalo, la longitud de onda de la radiación. Este proceso se denomina barrido de un 
espectro. Los monocromadores se diseñan para realizar barridos espectrales 
Recipientes para la muestra 
Las celdas o cubetas que contienen a la muestra y al disolvente deben construirse de un material 
que deje pasar la radiación de la región espectral de interés. Para trabajar en la región del UV (por 
debajo de 350 nm) se requiere cuarzo o sílice fundida. Los vidrios silicatados pueden emplearse en 
la región entre 350 a 2.000 nm, también se puede utilizar cubetas de plástico. 
La longitud de la cubeta más común para los estudios en las regiones ultravioleta y visible es de 1 
cm. 
La calidad de las medidas de absorbancia depende de forma crítica del uso y mantenimiento que se 
haga de las cubetas contrastadas. Las huellas dactilares, la grasa u otras señales sobre las paredes de 
las cubetas alteran notablemente las características de transmisión. Por ello es indispensable una 
limpieza antes y después del uso. 
Detectores de radiación 
Son dispositivos que convierten la energía radiante en una señal eléctrica. El detector ideal debe 
tener una elevada sensibilidad, una elevada relación señal/ruido y una respuesta constante en un 
intervalo considerable de longitudes de onda. 
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Tipos de detectores de radiación 
Existen dos tipos generales de detectores de radiación; uno responde a los fotones y el otro al calor. 
Todos los detectores de fotones tienen una superficie activa, que es capaz de absorber radiación 
[…]. Los detectores de fotones son muy usados para medir las radiaciones ultravioleta, visible e 
infrarroja cercana. Los detectores térmicos, que se emplean mucho en la detección de la radiación 
infrarroja, responden a la potencia promedio de la radiación incidente. 
Procesadores de señal y dispositivos de lectura 
El procesador de señal es un dispositivo electrónico que amplifica la señal eléctrica del detector.  
Algunos tipos de procesadores de señal son: el medidor d’ Arsonval, medidores digitales, escalas 
de potenciómetros, registradores y tubos de radios catódicos. (Skoog, Holler, & Nieman, 2001) 
Ilustración 2.2 Espectro de haz sencillo y doble 
 
Nota: (Skoog, Holler, & Nieman, 2001) 
2.2.2. APLICACIONES DE LA ESPECTROMETRÍA DE ABSORCIÓN MOLECULAR 
ULTRAVIOLETA/VISIBLE 
Las medidas de absorción de radiación ultravioleta y visible tienen una gran aplicación en la 
identificación y determinación de una enorme cantidad de especies inorgánicas y orgánicas. Es 
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probable que estos métodos sean los más utilizados de entre todas las técnicas de análisis 
cuantitativos en los laboratorios químicos y clínicos a lo largo del mundo. (Skoog, Holler, & 
Nieman, 2001) 
2.2.2.1. Relación entre estructura y absorción en el ultravioleta-visible 
La radiación electromagnética ultravioleta-visible tiene una energía que corresponde con la 
necesaria para lograr tránsitos entre niveles electrónicos moleculares. Puesto que es menos 
energética, la radiación visible permite únicamente la excitación de electrones débilmente unidos a 
sus átomos, como los electrones  deslocalizados. Por tanto puede establecerse como regla 
aproximada que el color suele estar asociado a sistemas  deslocalizados extensos. (Avendaño, 
1993) 
Se llama cromóforo a un grupo de átomos responsable de la absorción de energía luminosa en la 
región ultravioleta-visible. Debido a la mayor excitabilidad de los electrones , estos se comportan 
como cromóforos en el ultravioleta próximo (=200 a 400 nm) y en el visible ( = 400 a 800nm). 
La conjugación tiende a estabilizar el estado excitado más que el fundamental; por ello, cuanto más 
extensa es, menor es la diferencia entre ellos, y la molécula considerada absorbe a mayor longitud 
de onda, es decir, más cerca del visible (efecto bactocrómico). Los electrones  solo son 
cromóforos respecto al ultravioleta lejano ( = 10 a 200 nm), más energético. Cuando dos 
cromoforos coexisten en la misma molécula el comportamiento observado depende de la forma de 
unirse ambos. La unión directa da lugar a un nuevo cromóforo, con propiedades distintas (por 
ejemplo, C=C y C=C=C, Tabla 1). Los cromóforos conjugados dan lugar a un efecto 
bactocrómico
1
, mientras que los aislados (separados por más de un enlace ) se comportan 
independientemente. (Avendaño, 1993) 
Tabla 2.1 Absorción en el UV-visible de algunos alquenos y polienos 
Grupo max (nm) 
C = C 
C = C = C 
C = C – C = C 
C = C – C = C – C = C 
170 
225 
220 
260 
10 000 
500 
21 000 
35 000 
Nota: (Avendaño, 1993) 
                                                     
1
  Fenómeno que ocurre cuando la longitud de onda de absorción de una sustancia se desplaza hacia longitudes de onda 
de mayor o menor energía. 
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Un auxocromo es un grupo, que unido a un cromóforo, provoca un desplazamiento batocrómico y, 
generalmente, un incremento en absorbancia. Los más comunes son los grupos nitro, hidroxilo, 
amino, mercapto y algunos halógenos. Los auxocromos desempeñan un papel esencial en la 
aparición de color, puesto que, en su ausencia, se necesitaría sistemas  conjugados enormemente 
extendidos para que se observase absorción en la región visible. Dos o más auxocromos juntos 
producen un efecto superior a la suma de los que causarían individualmente, especialmente si uno 
de ellos es un grupo donador y el otro es aceptor, como en el caso del anión de p-nitrofenol. Esta es 
la razón por la que un gran número de colorantes presentan estructuras conjugadas con grupos 
donadores y aceptores, con frecuencia cargados. (Avendaño, 1993) 
2.2.2.2. Especies absorbentes 
La absorción de radiación ultravioleta o visible por una especie atómica o molecular M se puede 
considerar como un proceso de dos etapas, la primera de ellas consiste en una excitación 
electrónica como se muestra en la ecuación 
        
El producto de la reacción entre M y el fotón hv es una especie excitada electrónicamente 
simbolizada por M
*
. El tiempo de vida de estas especies es breve, su existencia termina por algunos 
procesos de relajación. La forma de relajación más común supone la conversión de la energía de 
excitación en calor; es decir, 
            
La relajación puede ocurrir también por la descomposición de M
* 
para dar lugar a nuevas especies; 
dicho proceso se denomina reacción fotoquímica. En otros casos puede suponer la reemisión de 
fluorescencia o fosforescencia. (Skoog, Holler, & Nieman, 2001) 
La absorción de radiación ultravioleta o visible resulta, generalmente, de la excitación de los 
electrones de enlace; como consecuencia, los picos de absorción pueden correlacionarse con los 
tipos de enlaces de las especies de objetos de estudio. Por lo tanto es válida para la identificación 
de grupos funcionales en una molécula. Más importante, sin embargo, son las aplicaciones de la 
espectroscopia de absorción ultravioleta y visible en la determinación cuantitativa de compuestos 
que contienen grupos absorbentes. (Skoog, Holler, & Nieman, 2001) 
2.2.2.3. Análisis cuantitativo mediante medidas de absorción 
La espectroscopia de absorción es una de las herramientas más útiles y más utilizadas por el 
químico en el análisis cuantitativo. Las más importantes características de los métodos 
espectrofotométricos y fotométricos incluyen: (1) gran aplicabilidad, (2) sensibilidades 
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características de 10
-4
 a 10
-5
 M, (3) selectividad, de moderada a alta, (4) buena precisión y (5) 
adquisición de datos fácil y adecuada. (Skoog, Holler, & Nieman, 2001) 
2.2.2.3.1. Campo de aplicación 
Las aplicaciones de los métodos de absorción ultravioleta/visible cuantitativos no solo son 
numerosos sino que abarcan todos los campos en los que se demanda información química 
cuantitativa. 
 Aplicaciones a especies absorbentes 
 Aplicaciones a especies no absorbentes (Skoog, Holler, & Nieman, 2001) 
2.2.2.3.2. Detalles del procedimiento 
Las primeras etapas de un análisis fotométrico o espectrofotométrico incluyen el establecimiento de 
las condiciones de trabajo y la preparación de una curva de calibrado que relacione la absorbancia 
con la concentración. 
 Selección de la longitud de onda 
 Variables que influyen en la absorbancia 
 Limpieza y manipulación de las cubetas 
 Determinación de la relación entre absorbancia y concentración 
 Método de adición estándar (Skoog, Holler, & Nieman, 2001) 
2.2.2.4. Consideraciones acerca de la espectroscopía UV-visible en el análisis de fármacos 
Como se ha mencionado los métodos se basan en la medida de la intensidad y la longitud de onda 
de la energía radiante que caracterizan a un determinado espectro. Los ensayos 
espectrofotométricos de fármacos suelen realizarse con mezclas de varios componentes cuya 
absorbancia puede interferir con la de la sustancia que se quiere valorar. Para eliminar dicha 
interferencia, si no se conoce la identidad y concentración de los acompañantes, se utiliza 
diferentes procedimientos, sobre la base de que para cualquier longitud de onda, la absorbancia de 
una solución es la suma de las absorbancias de sus componentes individuales. De todos ellos, 
mencionaremos solamente el fundamento y aplicaciones de los métodos da análisis de mezclas 
denominadas espectrofotometría derivada
2
. (Avendaño, 1993) 
La espectrofotometría de diferencia se utiliza siempre que se puedan encontrar dos formas 
químicas del fármaco a analizar que muestren espectros diferentes (generalmente variando el pH si 
                                                     
2
 Método en el cual los espectros se obtienen representando gráficamente la primera derivada o una de orden superior de 
la absorbancia o de la transmitancia en función de la longitud de onda 
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es ácido o básico), y que las sustancias que lo acompañen no se alteren con esta reacción o cambio 
químico. (Avendaño, 1993) 
Si una sustancia que absorbe débilmente en el ultravioleta puede transformarse químicamente  en 
otra que posea un grupo cromóforo, podrá determinarse como tal derivado. Esta técnica también 
permite determinar una sustancia que esté acompañada por otras que interfieren su absorción UV a 
través de su transformación a un derivado coloreado que absorba en el visible, en donde no se 
produzcan las interferencias mencionadas. Algunas de las reacciones más utilizadas son la 
diazotación de aminas aromáticas y acoplamiento posterior con un fenol o una amina aromática que 
conduce a azo-derivados coloreados. (Avendaño, 1993) 
Otros muchos procedimientos colorimétricos están basados en reacciones de condensación de 
aminas y compuestos carbonílicos, para dar bases de Schiff, hidrazonas, semicarbazonas y oximas. 
Muchos compuestos orgánicos son ligandos que forman complejos con metales a través de enlaces 
coordinados y covalentes, siendo los quelatos de ligandos multidentados (con dos o más grupos 
donadores), frecuentemente coloreados. Por tanto, su concentración puede medirse 
espectrofotométricamente y de ahí deducir la concentración del metal (adicionando un exceso del 
ligando) o del ligando (adicionando un exceso del metal). (Avendaño, 1993) 
2.2.3. SOLVENTES 
2.2.3.1. Definición 
Un disolvente o solvente es una sustancia que permite la dispersión de otra sustancia en esta a nivel 
molecular o iónico. Es el medio dispersante de la disolución. Normalmente, el disolvente establece 
el estado físico de la disolución, por lo que se dice que el disolvente es el componente de una 
disolución que está en el mismo estado físico que la misma. Usualmente, también es el componente 
que se encuentra en mayor proporción. (Mayoral, 2004) 
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Ilustración 2.3 Solvatación de un  ion de sodio por moléculas de agua 
 
Nota: (Mayoral, 2004) 
Las moléculas de disolvente ejercen su acción al interaccionar con las de soluto y rodearlas. Este 
fenómeno se conoce como solvatación. Solutos polares serán disueltos por disolventes polares al 
establecerse interacciones electrostáticas entre los dipolos. Los solutos apolares disuelven las 
sustancias apolares por interacciones entre dipolos inducidos. 
El agua es habitualmente denominada el disolvente universal por la gran cantidad de sustancias 
sobre las que puede actuar como disolvente. (Mayoral, 2004) 
2.2.3.2. Clasificación de los solventes 
2.2.3.2.1. Solventes polares 
Son sustancias en cuyas moléculas la distribución de la nube electrónica es asimétrica; por lo tanto, 
la molécula presenta un polo positivo y otro negativo separados por una cierta distancia. Hay un 
dipolo permanente. El ejemplo clásico de solvente polar es el agua. Los alcoholes de baja masa 
molecular también pertenecen a este tipo. Los disolventes polares se pueden subdividir en: 
Disolventes polares próticos: contienen un enlace del O-H o del N-H. Agua (H-O-H), etanol 
(CH3-CH2-OH) y ácido acético (CH3-C(=O)OH) son disolventes polares próticos. 
Disolventes polares apróticos: son disolventes polares que no tiene enlaces O-H o N-H. Este tipo 
de disolvente que no dan ni aceptan protones. La acetona (CH3-C(=O)-CH3) y THF o 
Tetrahidrofurano son disolventes polares apróticos. (Mayoral, 2004) 
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2.2.3.2.2. Solventes apolares 
En general son sustancias de tipo orgánico y en cuyas moléculas la distribución de la nube 
electrónica es simétrica; por lo tanto, estas sustancias carecen de polo positivo y negativo en sus 
moléculas. No pueden considerarse dipolos permanentes. Esto no implica que algunos de sus 
enlaces sean polares. Todo dependerá de la geometría de sus moléculas. Si los momentos dipolares 
individuales de sus enlaces están compensados, la molécula será, en conjunto, apolar. Algunos 
disolventes de este tipo son: el dietiléter, benceno, tolueno, xileno, cetonas, hexano, ciclohexano, 
tetracloruro de carbono, etc. El cloroformo por su parte posee un momento dipolar considerable 
debido a que posee tres cloros en su molécula de carácter electronegativo, hace que el carbono 
adquiera una carga parcial positiva y el Hidrógeno una carga parcial negativa, lo que le da cierta 
polaridad. Un caso especial lo constituyen los líquidos fluorados, que se comportan como 
disolventes más apolares que los disolventes orgánicos convencionales. (Mayoral, 2004) 
2.2.3.3. Solventes orgánicos 
Los disolventes más utilizados actualmente, son los disolventes orgánicos, que son compuestos 
orgánicos volátiles que se utilizan solos o en combinación con otros agentes, sin sufrir ningún 
cambio químico, para disolver materias primas, productos o materiales residuales, o se utilice 
como: agente de limpieza para disolver la suciedad, como medio de dispersión, como modificador 
de la viscosidad, o como agente tenso-activo. El uso de estos disolventes, libera a la atmósfera 
compuestos orgánicos volátiles (COV), que tienen algunos problemas importantes para el entorno. 
Algunos COV causan la degradación de la capa de ozono como es el caso de 1,1,1-tricloroetano, 
tetracloruro de carbono, CFC, HCFC. Entre los solventes orgánicos más destacados podemos 
encontrar metanol, etanol, acetona, cloroformo, tolueno o el xileno, entre otros. 
El carácter volátil de los disolventes orgánicos hace que éstos se evaporen rápidamente en el aire, 
alcanzando concentraciones importantes en espacios confinados. Los riesgos mayores para el ser 
humano se producen por la absorción de éstos a través de la piel y por inhalación. El contacto 
directo con la piel permite que el disolvente pase a la sangre, causando efectos inmediatos y a más 
largo plazo. (Mayoral, 2004) 
2.2.3.4. Elección de solventes  
Los principales criterios utilizados para la elección de un solvente o un sistema solvente son: Poder 
solvente, velocidad de Evaporación y Propiedades relativas a la seguridad. (Mayoral, 2004) 
PODER SOLVENTE 
El poder solvente es la facilidad o la capacidad para disolver diversos ligantes. 
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El poder solvente está relacionado con la estructura química del disolvente y del polímero a 
disolver. Sus manifestaciones más características son estas: 
 Un poder solvente elevado implica una velocidad de disolución también elevada. 
 Los líquidos de moléculas pequeñas son mejores disolventes que los de moléculas grandes 
y, en general, proporcionan disoluciones de menor viscosidad. Así, en una serie homóloga 
hay una disminución del poder disolvente y un incremento de la viscosidad al aumentar el 
peso molecular. 
 El poder disolvente varía con la temperatura. La reducción de la sensibilidad de las 
soluciones a las bajas temperaturas es otro efecto de los disolventes fuertes. 
 Para una determinada proporción disolvente/polímero, la viscosidad final de la solución es 
tanto más baja cuanto mayor sea el poder solvente. 
 Al reposar, algunas soluciones tienden a depositar material insoluble. Un disolvente 
potente reduce o anula esta sedimentación. 
 Una proporción excesiva del disolvente puede hacer precipitar el ligante en solución. Una 
potencia solvente elevada permite una mayor disolución sin que aparezcan precipitaciones. 
 Cuando a una resina se añade un líquido en el que la resina no es totalmente soluble (un 
diluyente, por ejemplo) llega un momento en que la resina se insolubiliza. La 
concentración de no-disolvente admisible crece con la potencia solvente del disolvente 
usado. 
 El poder solvente constituye una manifestación del complicado proceso de disolución de 
los polímeros, que incluye diversas fases: solvatación, gasificación, dispersión. Las 
diferencias de poder solvente entre dos líquidos indican comportamientos cualitativamente 
distintos; la diferencia entre sus propiedades no será sólo una cuestión de grado. (Mayoral, 
2004) 
VELOCIDAD DE EVAPORACIÓN 
Los solventes constituyen un grupo heterogéneo de hidrocarburos volátiles cuyo punto de 
ebullición es bajo por lo que se evaporan al entrar en contacto con el aire. 
La otra característica básica de un disolvente es su velocidad de evaporación. No se trata de una 
propiedad simple, es el resultado de la acción conjunta de muchas otras. 
La velocidad de evaporación “intrínseca “(en laboratorio) depende de un conjunto de factores, de 
los que los más importantes son éstos: 
 Tensión de vapor del disolvente. 
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 Calor latente de vaporización. 
 Conductividad térmica 
 Calor especifico. 
La práctica industrial ha impuesto la clasificación de los disolventes por su volatilidad. Se distingue 
entre: 
 Disolventes ligeros; tienen una velocidad de evaporación muy elevada. Suelen tener puntos 
de ebullición inferiores a 100°C .ejemplos: acetona, metiletil-cetona, acetato de etilo, 
tolueno. 
 Disolventes medios: Tienen una velocidad de evaporación media. Sus puntos de ebullición 
oscilan normalmente entre 100°C y 150°C. Ejemplos: xileno, ciertas naftas. 
 Disolventes pesados. Son muy pocos volátiles .Sus puntos de ebullición suelen ser altos. 
Ejemplos: isoforona, butilglicol. (Mayoral, 2004) 
PROPIEDADES RELATIVAS A LA SEGURIDAD 
Los disolventes orgánicos son productos peligrosos: son tóxicos, inflamables y explosivos en 
ciertas condiciones .En consecuencia deben tomarse las máximas precauciones cuando se utilizan. 
Inflamabilidad, toxicidad, olor y recuperación 
Además de las propiedades técnicas que hacen que un disolvente sea adecuado para una aplicación 
particular, hay diversos factores, como la toxicidad e inflamabilidad, con las que se decide si es 
aceptable su uso. 
La mayoría de los disolventes no clorados son inflamables a temperaturas normales y representan 
un riesgo de fuego y explosión (los compuestos halogenados no arden, son ignífugos). Hay una 
legislación que reglamenta su almacenamiento, transporte y uso. Los disolventes con temperaturas 
de inflamación, Ti, menor de 23 °C presentan un riesgo de incendio elevado, entre 23 °C y 60 °C 
moderado y por encima de 60 °C el riesgo es ligero. 
Los disolventes clorados constituyen un riesgo para la salud y su concentración máxima en aire 
está restringida para los trabajadores. El olor desagradable también puede descalificar a un 
disolvente. (Mayoral, 2004) 
2.2.4. CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA EFICACIA (HPLC) 
La cromatografía líquida de alta eficacia es actualmente la técnica de separación más utilizada 
debido a su versatilidad y amplio campo de aplicación. 
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Los componentes de la muestra, previamente disueltos en un disolvente adecuado (fase móvil), son 
forzados a atravesar la columna cromatográfica gracias a la aplicación de altas presiones. El 
material interno de la columna, la fase estacionaria, está constituido por un relleno capaz de retener 
de forma selectiva los componentes de la mezcla. 
La resolución de esta separación depende de la interacción entre la fase estacionaria y la fase 
móvil, pudiendo ser manipulada a través de la elección de diferentes mezclas de disolventes y 
distintos tipo de rellenos. Como resultado final  los componentes de la mezcla salen de la columna 
separados en función de sus tiempos de retención en lo que constituye el cromatograma. A través 
del cromatograma se puede realizar la identificación cualitativa y cuantitativa de las especies 
separadas. 
Los disolventes más usados en HPLC son agua, disoluciones tampón acuosas y disolventes 
orgánicos como el metanol. Estos deben ser espectroscópicamente puros, exentos de partículas 
sólidas y desgasificados, esto se lleva a cabo con un gas inerte muy poco soluble como el helio. 
Como fase estacionaria lo más común es usar partículas microporosas esféricas de sílice muy puro 
que son permeables al disolvente. (Skoog, Holler, & Nieman, 2001) 
2.2.4.1. Instrumentación para cromatografía de líquidos 
Como consecuencia de las elevadas presiones que se utiliza en este tipo de cromatografía, el equipo 
necesario para la HPLC tiende a ser más sofisticado y caro que el que se utiliza en otros tipos de 
cromatografía. La ilustración 4 muestra un esquema de los componentes fundamentales de un 
cromatógrafo de líquidos de alta eficacia típico. 
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Ilustración 2.4 Instrumentación de un equipo de HPLC 
 
Nota: (Skoog, Holler, & Nieman, 2001) 
Recipientes para la fase móvil 
Un aparato moderno de HPLC está equipado con uno o más recipientes de vidrio o de acero 
inoxidable, cada uno de los cuales contiene de 200 a 1000 mL de un disolvente. Los recipientes, a 
menudo están equipados con un sistema para eliminar los gases disueltos […] que interfieren 
formando burbujas en la columna y en los sistemas de detección, que provocan ensanchamiento de 
banda e interfieren en el funcionamiento del detector. 
Sistema de Bombeo 
Los requisitos para un sistema de bombeo en HPLC son rigurosos e incluyen (1) la generación de 
presiones por encima de 6000 psi, (2) un flujo libre de pulsaciones, (3) un intervalo de caudales de 
0,1 a 10 mL/min, (4) el control y la reproducibilidad del caudal mejor del 0,5% relativo y (5) 
componentes resistentes a la corrosión. Las altas presiones que generan las bombas de HPLC no 
constituyen un riesgo de explosión debido a que los líquidos no son muy compresibles. 
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Se utilizan tres tipos de bombas: 
1. Bombas recíprocas 
2. Bombas de desplazamiento 
3. Bombas neumáticas 
Sistema de inyección de muestra 
Los volúmenes que se emplean deben ser muy pequeños de unas décimas de microlitro hasta 500 
L, ya que se podría generar ensanchamientos de banda al no haber una reproducibilidad al 
momento de  introducir la muestra en la columna de HPLC. El medio más simple y antiguo para la 
introducción de la muestra implicaba la inyección con una jeringa a través de un elastómetro 
(septum) que cierra herméticamente, desafortunadamente este sistema no es reproducible. 
El método más ampliamente utilizado para la introducción de la muestra son bucles de muestra, 
estos son normalmente una parte integrada del equipo cromatográfico y hay bucles intercambiables 
que permiten la elección de tamaño de muestra desde 5 a 500 L. 
Columnas para cromatografía de líquidos 
Son tubos de acero inoxidable de diámetro interno uniforme, aunque en algunos casos se 
encuentran tubos de vidrio de paredes resistentes. Estas últimas se utilizan a presiones menores a 
600 psi. 
Tipos de rellenos de la columna 
Se han utilizado dos tipos básicos de relleno: pelicular y de partícula porosa. El primero consiste 
en bolas de vidrio o de polímero, no porosas y esféricas con un diámetro de 30 a 40 m. En la 
superficie de estas bolas se deposita una capa delgada y porosa de sílice, alúmina, de una resina 
sintética de poliestireno-divinilbenceno o de una resina de intercambio iónico. 
Los típicos rellenos de partícula porosa están formados por micropartículas porosas con diámetro 
entre 3 y 10 m y con la menor dispersión posible con respecto a un tamaño determinado. Las 
partículas son de sílice, alúmina, de una resina sintética de poliestireno-divinilbenceno o de una 
resina de intercambio iónico, aunque la sílice es el material de relleno más común. 
Detectores 
Los detectores son de dos tipos básicos. Los que se basan en la medida de una propiedad de la 
disolución (índice de refracción, la constante dieléctrica, o la densidad), que se modifica por la 
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presencia de los analitos. Por el contrario los detectores basados en una propiedad del soluto 
responden a alguna de las propiedades del soluto, como la absorbancia en UV, fluorescencia, o 
corriente límite, que no son inherentes a la fase móvil. (Skoog, Holler, & Nieman, 2001) 
2.2.5. ANTIBIÓTICOS 
Los antibióticos son sustancias antimicrobianas producidas por diversas especies de 
microorganismos (bacterias, hongos y actinomicetos) que suprimen el crecimiento de otros 
microorganismos. Sin embargo, por costumbre este término abarca también a los antibióticos 
sintéticos como las sulfonamidas y las quinolonas. Los antibióticos difieren en cuanto a sus 
propiedades físicas, químicas y farmacológicas, su espectro antimicrobiano y su mecanismo de 
acción. Gracias a los conocimientos sobre los mecanismos moleculares de la multiplicación 
bacteriana ha sido posible elaborar de manera racional compuestos que interfieren con estas 
funciones.  
Los antibióticos son los fármacos de uso más frecuente y erróneo. La consecuencia inevitable de la 
aplicación tan extendida de los antibióticos ha sido el surgimiento de organismos resistentes, lo que 
obliga a crear fármacos nuevos. Sin embargo, la velocidad con la que se elaboran antibióticos 
nuevos se ha reducido en forma dramática y cada año se introducen a la práctica clínica contados 
medicamentos nuevos, muy pocos de los cuales son originales. Se piensa que la mejor forma de 
disminuir la resistencia es disminuyendo el uso incorrecto de los antibióticos. Cada vez se conoce 
mejor las consecuencias del uso incorrecto de los antibióticos, pero los médicos continúan 
prescribiéndolos excesivamente, en gran parte porque los pacientes lo piden, por la presión del 
tiempo y por el diagnóstico incierto. Para que sus beneficios en el tratamiento de las enfermedades 
infecciosas persistan, es necesario que los médicos sean más prudentes y selectivos al usar los 
antibióticos. 
2.2.5.1. Factores que afectan la respuesta a los antibióticos 
El tratamiento satisfactorio de una infección con antibióticos depende finalmente de la 
concentración del antibiótico en el sitio de la infección. Esta concentración debe ser suficiente 
como para inhibir el crecimiento del agente causal. Si las defensas del hospedador se encuentran 
intactas y activas, basta con un efecto inhibidor mínimo, como el que proporcionan los 
bacteriostáticos. Por otro lado cuando las defensas del hospedador son deficientes, se necesita un 
antibiótico aniquilador (bactericida) para erradicar la infección. La concentración del fármaco en el 
sitio de infección no solo debe inhibir al microorganismo sino también permanecer por debajo de la 
concentración que es tóxica para las células humanas. Si esto se logra se considera que el 
microorganismo es sensible al antibiótico. Cuando la concentración inhibidora o bactericida es 
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mayor de la que se puede utilizar con cierto margen de seguridad in vivo, se considera que el 
microorganismo es resistente a ese fármaco.  
La concentración sérica potencial de un antibiótico indica la selección del punto para designar a un 
microorganismo sensible o resistente por medio de una prueba de sensibilidad in vitro. No obstante, 
en algunas ocasiones la concentración en el sitio de infección es mucho menor que la concentración 
sérica potencial. Asimismo, ciertos factores locales (p. ej., el pH reducido, la concentración alta de 
proteínas y un ambiente anaerobio) también alteran la actividad del fármaco. En estos casos, la 
eficacia del fármaco sólo será marginal o nula aunque las pruebas estandarizadas in vitro indiquen 
que el microorganismo es “sensible”. Por lo contrario, a menudo la concentración del fármaco en 
orina es mucho mayor que en plasma. En esta circunstancia, algunos microorganismos 
considerados “resistentes”  podrían erradicarse cuando la infección se limita únicamente a las vías 
urinarias. 
2.2.5.2. Clasificación 
Los antibióticos se clasifican con base en su estructura química y mecanismo de acción de la 
manera siguiente:  
1) Sustancias que inhiben la síntesis de las paredes celulares bacterianas, como betalactámicos  
(p. ej., penicilinas, cefalosporinas y carbapenem) y otros medicamentos como cicloserina, 
vancomicina y bacitracina;  
2) Sustancias que actúan directamente en la membrana celular del microorganismo, 
aumentando la permeabilidad y provocando la salida de compuestos intracelulares, como 
detergentes del tipo polimixina; antimocóticos del tipo polieno (p. ej., nistatina y 
anfotericina B) que se adhieren a los esteroles de la pared celular;  
3) Sustancias que alteran la función de las subunidades ribosómicas 30S o 50S para inhibir en 
forma reversible la síntesis de proteínas, que suelen ser bacteriostáticos;  
4) Sustancias que modifican en metabolismo del ácido nucleico bacteriano, como rifamicinas, 
que inhiben a la polimerasa de ARN (Ácido Ribonucleico) y las quinolonas, que inhiben 
las topoisomerasas, y  
5) Los antimetabolitos, como trimetoprim  y las sulfonamidas, que bloquean a ciertas enzimas 
esenciales del metabolismo del folato. 
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2.2.5.3. MACRÓLIDOS (Gennaro, 2003) 
Con esta designación se conocen varios antimicrobianos que derivan de Streptomyces spp. y que 
tienen en común un anillo lactónico unido a diversos desoxiazúcares. 
La sustancia de mayor importancia, la eritromicina descubierta en 1952 se ha utilizado en las tres 
décadas anteriores para tratar infecciones respiratorias, de piel y tejidos blandos en adultos y niños, 
luego encontró sitio en el combate de infecciones de transmisión sexual debidas a chlamydias y por 
chancroide; sin embargo el uso se ve limitado por su falta de actividad contra N. gonorrhoeae, H. 
influenza, absorción gastrointestinal errática, vida media corta y, niveles sanguíneos bajos e 
inestabilidad en medio ácido, a objeto de corregir parte de esta dificultad se ha venido modificando 
la molécula original de eritromicina para obtener nuevos derivados, varios ya en uso clínico y que 
permite distinguir dos generaciones de macrólidos: 
 1ª Generación: Naturales (erotromicina) 
 2ª Generación: Semisintéticos (Azitromicina, Claritromicina, etc.) 
  
 
 
 
 
 
Nota: (Gennaro, 2003) 
 
2.2.5.3.1. Azitromicina 
Es un antibiótico macrólido se diferencia de la claritromicina y la eritromicina por la adición de un 
átomo de nitrógeno sustituido por metilo en el anillo de lactona. Estas modificaciones estructurales 
mejoran la estabilidad en medio ácido y la penetración hística y amplian el espectro de acción. 
  
Eritromicina 
Ilustración 2.5 Fórmula estructural de la eritromicina 
 24 
 
Ilustración 2.6 Fórmulas estructurales de los macrólidos 
 
 
 
 
 
 
Nota: (Gennaro, 2003) 
La azitromicina suele ser menos activa que la eritromicina contra los microorganismos 
grampositivos y es ligeramente más activa que eritromicina y claritromicina contra H. influenzae y 
especies de Campylobacter. La azitromicina es muy activa contra M. catharralis, P. multocida, 
especies de Chlamydia, M. pneumoniae, L. pneumophila, B. burgdorferi, especies de 
Fusobacterium y N. gonorrhoeae. 
2.2.5.3.1.1. Propiedades Fisicoquímicas de la Azitromicina 
Apariencia: Azitromicina es un polvo blanco o casi blanco. Fácilmente soluble en etanol anhidro y 
en Cloruro de Metileno, prácticamente insoluble en agua. (USP-34-NF-29, 2011) 
Punto de fusión:  Monohidrato de azitromicina 136ºC  
   Dihidrato de azitromicina 126ºC (Allen & Nepveux, 1993) 
Masa Molar: 748,88 g/mol 
pKa: 8,68 - 9,69 
Coeficiente de partición: LogP (octanol/agua), 4,02 
Propiedades Químicas: Su denominación como macrólido proviene de su estructura ya que se 
encuentran constituidos por un anillo de lactona macrocíclico formado por muchos miembros, al 
que se van a unir uno a más desoxiazucares. La diferencia entre los compuestos de esta familia 
precisamente va a estar dada por la cantidad de átomos de carbono que compone la molécula. Por 
ejemplo la eritromicina está constituida por 14 átomos de carbono, sin embargo la azitromicina 
tiene 15 átomos de carbono y ubicados en otras posiciones (el átomo de nitrógeno metil-sustituido 
es incorporado dentro del anillo de lactona), además de que es un compuesto semisintético. 
(Adames Mencomo, 2006) 
Azitromicina Claritromicina 
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Entre otras propiedades químicas presenta: poca solubilidad en agua, tienen aspecto cristalino 
blanco, son bases débiles que se inactivan en medio ácido, de ahí que se presentan en forma de 
sales o ésteres que son más resistentes a los ácidos, así como que en sus presentaciones orales 
tengan una cubierta entérica para protegerlos de la acción de los ácidos a nivel del estómago. 
(Adames Mencomo, 2006) 
2.2.5.3.1.2. Características Farmacológicas y Farmacocinéticas (Pfizer, 2008) 
Acción Farmacológica 
Mecanismo de acción: Inhibe la síntesis de proteínas combinándose con la subunidad ribosómica 
50s interfiriendo con la translocación de los péptidos 
La azitromicina exhibe concentraciones inhibitorias mínimas (CMI) in vitro de 0,5 mg/mL o 
menores contra la mayoría de las cepas de estreptococos y CMI de 2,0 mg/mL o menores contra la 
mayoría de las cepas de:  
Microorganismos aeróbicos gram-positivos: Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, 
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes. 
Microorganismos aeróbicos gram-negativos: Haemophilus ducreyi, Haemophilus influenzae, 
Moraxella catarrhalis,Neisseria gonorrhoeae. 
Otros microorganismos: Chlamydia pneumoniae, Chlamydia trachomatis, Mycoplasma 
pneumoniae.La producción de beta lactamasa no debería tener efecto sobre la actividad de 
azitromicina. 
Sin embargo, la seguridad y efectividad de azitromicina en el tratamiento de infecciones clínicas 
debidas a estos microorganismos no ha sido establecida en estudios adecuados y bien controlados. 
Farmacocinética:  
Absorción 
Luego de la administración oral en humanos, azitromicina es ampliamente distribuida en todo el 
cuerpo; la biodisponibilidad es aproximadamente 37%. 
Distribución 
En estudios en animales, altas concentraciones de azitromicina han sido observadas en los 
fagocitos. En modelos experimentales, concentraciones más altas de azitromicina son liberadas 
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durante la fagocitosis activa que de los fagocitos no estimulados. En modelos de animales, esto da 
como resultado la liberación de altas concentraciones de azitromicina en el sitio de infección. 
Los estudios farmacocinéticos en humanos han demostrado niveles marcadamente más altos de 
azitromicina en el tejido que en el plasma (hasta 50 veces la concentración máxima observada en el 
plasma) indicando que la droga está fuertemente unida al tejido. Las concentraciones en los tejidos 
seleccionados, tales como el pulmón, las amígdalas y la próstata excedieron la CIM 90 en los 
probables patógenos después de una monodosis de 500 mg. 
Luego de una administración oral de dosis diarias de 600 mg de azitromicina, la concentración 
plasmática máxima media (Cmax) fue 0,33 μg/ml y 0,55 μg/ml en el día 1º y el día 22º 
respectivamente. Las concentraciones máximas medias observadas en los leucocitos, el principal 
sitio de infecciones MAC (Mycobacterium avium intracellulare complex) diseminadas, fueron 252 
μg/ml (± 49%) y permaneció por encima de 146 μg/ml (± 33%) durante 24 horas en un estado 
estable. 
Eliminación 
La vida media de eliminación plasmática refleja de cerca la vida media de la depleción del tejido de 
2 a 4 días.  
Aproximadamente 12% de una dosis administrada en forma intravenosa es excretada en la orina 
durante 3 días como droga madre, la mayor parte en las primeras 24 horas. La excreción biliar de 
azitromicina es la principal ruta de eliminación para la droga sin cambio luego de la administración 
oral. Muy altas concentraciones de drogas sin cambios han sido encontradas en la bilis humana, 
junto con 10 metabolitos, formados por N-O desmetilación, por hidroxilación de dexosamina y 
anillos aglicona y por segmentación por la cladinosa conjugada. 
La comparación de ensayos HPLC y microbiológicos en tejidos sugirieron que los metabolitos no 
juegan ningún rol en la actividad microbiológica de azitromicina. 
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Ilustración 2.7 Tabla de dosis de azitromicina por kilogramo (kg) de peso 
 
Nota: (Indice farmacólógico de la azitromicina, 2002) 
2.2.6. VALIDACIÓN 
La validación es la confirmación que se da por la recopilación y análisis de la evidencia objetiva de 
que se cumplen los requisitos particulares para el uso específico propuesto, sea esto para un 
método, equipo o proceso. (Eurachem, 1998) 
2.2.6.1. Tipos de validación 
2.2.6.1.1. Validación Prospectiva 
Estudio para demostrar y establecer una evidencia documentada de que un proceso hace lo que está 
previsto, basado en un protocolo planificado. Se realiza cuando se trata del diseño o de la 
adecuación de un método de análisis para un producto o proceso determinado. (Castro, Gaston, & 
Pujol, 1999) 
2.2.6.1.2. Validación Retrospectiva 
Estudio para demostrar y establecer una evidencia documentada de que un proceso hace lo que 
estaba previsto sobre la base de una revisión y análisis de información histórica. (Castro, Gaston, & 
Pujol, 1999) 
2.2.6.1.3. Validación Concurrente 
Estudio para demostrar y establecer evidencia documentada de que un proceso hace lo que debe 
hacer basado en información generada durante una implementación real del proceso. También se le 
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denomina “revalidación”, ya que se realiza cuando un método validado ha sido modificado en 
alguno de los pasos del procedimiento establecido, o se ha variado alguno de los instrumentos, 
reactivos, o materiales empleados originalmente. (Castro, Gaston, & Pujol, 1999) 
Este tipo de validación da una información valiosa para modificar y corregir el proceso de 
fabricación o para cuando aparezcan problemas durante la fabricación. Podría considerarse incluso 
como una evaluación continua del proceso, mientras se controla al máximo las variables, para 
procurar que el producto final sea correcto. (Castro, Gaston, & Pujol, 1999) 
2.2.6.2. Validación de procedimientos farmacopeicos 
Los procedimientos de prueba para la evaluación de los niveles de calidad de los artículos 
farmacéuticos están sujetos a diversos requisitos. Según el artículo 501 de la Ley Federal de 
Alimentos, Medicamentos y Cosméticos, los ensayos y especificaciones de las monografías de la 
Farmacopea de los Estados Unidos y el Formulario Nacional constituyen normas legales. Los 
reglamentos sobre Buenas Prácticas de Fabricación Vigentes [21 CFR 211.194(a)] requieren que 
los métodos de prueba, que se utilizan para evaluar el cumplimiento de los artículos farmacéuticos 
con las especificaciones establecida, deben cumplir normas adecuadas de exactitud y confiabilidad. 
Sin embargo, según estas reglamentaciones [21 CFR 211.194(a)(2)] no se exige que los usuarios de 
los métodos analíticos descritos en USP-NF validen la exactitud y confiabilidad de estos métodos, 
sino que solamente comprueben su aptitud bajo las condiciones concretas de uso. Al conocer el 
carácter legal de las normas USP y NF, es esencial, por lo tanto, que las propuestas para adoptar 
procedimientos analíticos farmacopeicos nuevos o revisados, estén respaldadas por suficientes 
datos de laboratorio que documenten su validez. (USP-34-NF-29, 2011) 
El texto de este capítulo informativo ha sido armonizado en la medida de lo posible, con los 
documentos Validación de procedimientos analíticos y el texto suplementario Metodología, ambos 
de la Conferencia Internacional Tripartita sobre Armonización (ICH, por sus siglas en inglés), que 
tratan sobre procedimientos analíticos incluidos como parte de las solicitudes de registro 
presentadas en la UE, Japón y EE.UU. (USP-34-NF-29, 2011) 
2.2.6.2.1. Validación 
La validación de un procedimiento analítico es el proceso que establece, mediante estudios en 
laboratorio, que las características de desempeño del procedimiento cumplen los requisitos para las 
aplicaciones analíticas previstas. Las características de desempeño analítico habituales que deben 
considerarse en la validación de los tipos de procedimientos descritos en este documento se indican 
en la Tabla 2.2. 
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Tabla 2.2 Características Analíticas Típicas Utilizadas para la Validación de Métodos 
Exactitud 
Precisión 
Especificidad 
Límite de Detección 
Límite de Cuantificación 
Linealidad 
Intervalo 
Robustez 
Nota. (USP-34-NF-29, 2011) 
2.2.6.2.2. Características de desempeño analítico 
2.2.6.2.2.1. Exactitud 
La exactitud de un procedimiento analítico es la proximidad entre los resultados de la prueba 
obtenidos mediante ese procedimiento y el valor verdadero. (USP-34-NF-29, 2011) 
En la valoración de un fármaco, la exactitud puede determinarse mediante la aplicación del 
procedimiento analítico con respecto a un analito de pureza conocida (p.ej., un Estándar de 
Referencia), o comparando los resultados del procedimiento con los de un segundo procedimiento 
bien caracterizado, cuya exactitud se haya comprobado o definido. (USP-34-NF-29, 2011) 
En la valoración de un fármaco en un producto formulado, la exactitud puede determinarse 
mediante la aplicación del procedimiento analítico a mezclas sintéticas de los componentes del 
producto farmacéutico al que se hayan añadido cantidades conocidas de un analito dentro del 
intervalo del procedimiento. (USP-34-NF-29, 2011) 
La exactitud se calcula como el porcentaje de recuperación de la cantidad valorada con respecto a 
la cantidad conocida de analito añadida a la muestra, o como diferencia entre la media de 
valoración y el valor verdadero aceptado, considerando los intervalos de confianza. (USP-34-NF-
29, 2011) 
La exactitud puede determinarse de varias maneras, mediante la evaluación de la recuperación del 
analito (porcentaje de recuperación) en todo el intervalo de valoración, o evaluando la linealidad de 
la relación entre las concentraciones estimadas y las reales. (USP-34-NF-29, 2011) 
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Los documentos de ICH recomiendan que se evalúe la exactitud utilizando un mínimo de nueve 
determinaciones sobre un mínimo de tres niveles de concentración, cubriendo el intervalo 
especificado (es decir, tres concentraciones y tres determinaciones repetidas de cada 
concentración). (USP-34-NF-29, 2011) 
2.2.6.2.2.2. Precisión 
La precisión de un procedimiento analítico es el grado de concordancia entre los resultados de las 
pruebas individuales cuando se aplica el procedimiento repetidamente a múltiples muestreos de una 
muestra homogénea. (USP-34-NF-29, 2011) 
La precisión habitualmente se expresa como la desviación estándar o la desviación estándar relativa 
(coeficiente de variación) de una serie de mediciones. La precisión puede ser una medida del grado 
de reproducibilidad o de repetitibilidad del procedimiento analítico en condiciones normales de 
operación. En este contexto, la reproducibilidad se refiere al uso del procedimiento analítico en 
diferentes laboratorios, como por ejemplo en un estudio en colaboración. La precisión intermedia 
expresa la variación dentro de un laboratorio, por ejemplo en diferentes días, con diferentes 
analistas o con equipos diferentes dentro del mismo laboratorio. La repetitibilidad se refiere a la 
utilización del procedimiento analítico en un laboratorio durante un período corto por el mismo 
analista con el mismo equipo. (USP-34-NF-29, 2011) 
La precisión se determina mediante el análisis de un número suficiente de alícuotas de una muestra 
homogénea que permita calcular estadísticamente estimaciones válidas de la desviación estándar o 
la desviación estándar relativa (coeficiente de variación). Los análisis en este contexto son análisis 
independiente de muestras que se han llevado a cabo mediante el procedimiento analítico completo, 
desde la preparación de las muestras hasta el resultado final de las pruebas. (USP-34-NF-29, 2011) 
Desviación estándar 
  √
∑      ̅  
 
   
   
 
Coeficiente de variación 
   
 
 
     
Los documentos de ICH recomiendan que se evalúe la repetitibilidad utilizando un mínimo de 9 
determinaciones que cubran el intervalo especificado para el procedimiento (es decir, tres 
concentraciones y tres determinaciones de cada concentración) o usando un mínimo de seis 
determinaciones al 100% de la concentración de prueba. (USP-34-NF-29, 2011) 
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2.2.6.2.2.3. Especificidad 
Los documentos de ICH definen especificidad como la capacidad de evaluar de manera inequívoca 
el analito en presencia de aquellos componentes cuya presencia resulta previsible, tales como 
impurezas, productos de degradación y componentes de la matriz. La falta de especificidad de un 
procedimiento analítico individual puede compensarse usando otros procedimientos analíticos 
complementarios. (USP-34-NF-29, 2011) 
En las valoraciones, la especificidad proporciona un resultado exacto, que permite una declaración 
exacta del contenido o potencia de un analito en una muestra. (USP-34-NF-29, 2011) 
En una valoración, la demostración de especificidad requiere evidencia de que el procedimiento no 
resulta afectado por la presencia de impurezas o excipientes. En la práctica, esto puede hacerse 
agregando al fármaco o producto farmacéutico una cantidad conocida de excipientes o de 
impurezas en concentraciones adecuadas, y demostrando que el resultado del análisis no resulta 
afectado por la presencia de estos materiales extraños. (USP-34-NF-29, 2011) 
2.2.6.2.2.4. Límite de detección 
Es una característica de las pruebas de límite. Es la cantidad mínima de analito que puede 
detectarse en una muestra, aunque no necesariamente cuantificarse, en las condiciones 
experimentales indicadas. Las pruebas de límite simplemente comprueban que la cantidad de un 
analito se encuentra por encima o por debajo de un nivel determinado. El límite de detección puede 
expresarse como concentración de analito en la muestra. (USP-34-NF-29, 2011) 
En el caso de procedimientos presentados para su consideración como procedimientos 
farmacopeicos oficiales, casi nunca es necesario determinar el límite de detección real. Más bien 
debe demostrarse que el límite de detección es lo suficientemente bajo mediante el análisis de 
muestras con concentraciones conocidas de analito superiores e inferiores al nivel de detección 
requerido. (USP-34-NF-29, 2011) 
2.2.6.2.2.5. Límite de cuantificación 
Es una característica de las valoraciones cuantitativas de compuestos que se encuentran en baja 
concentración en la matriz de una muestra, tales como: impurezas en fármacos a granel y productos 
de degradación en productos farmacéuticos terminados. Es la mínima cantidad de analito en una 
muestra que se puede determinar con precisión y exactitud aceptables en las condiciones 
experimentales indicadas. El límite de cuantificación se aplica habitualmente como concentración 
de analito en la muestra.  
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En el caso de procedimientos presentados para su consideración como procedimientos 
farmacopeicos oficiales casi nunca resulta necesario determinar el límite de cuantificación real. 
Más bien debe demostrarse que el límite de cuantificación es lo suficientemente bajo mediante el 
análisis de muestras con concentraciones conocidas de analito superiores e inferiores al nivel de 
cuantificación. (USP-34-NF-29, 2011) 
2.2.6.2.2.6. Linealidad e Intervalo 
LINEALIDAD.- La linealidad de un procedimiento analítico es su capacidad para obtener 
resultados de prueba que sean proporcionales ya sea directamente, o por medio de una 
transformación matemática bien definida, a la concentración de analito en muestras dentro de un 
intervalo dado. La linealidad se refiere a la relación entre la concentración y la medida de 
valoración.  
Debe establecerse inicialmente mediante examen visual de un gráfico de señales en función de la 
concentración de analito del contenido. Si parece existir una relación lineal, los resultados de la 
prueba deberían establecerse mediante métodos estadísticos adecuados (p. ej., método de mínimos 
cuadrados). Los datos obtenidos a partir de la línea de regresión pueden ser útiles para proporcionar 
estimaciones matemáticas del grado de linealidad. Se deberían presentar el coeficiente de 
correlación, la intersección con el eje de ordenadas, la pendiente de la línea de regresión y la suma 
de los cuadrados residuales. (USP-34-NF-29, 2011) 
 
Ecuación de la recta:        
Cálculo de la pendiente:   
 ∑     ∑ ∑ 
 ∑      ∑   
 
Cálculo del Intercepto:   
∑ (∑  ) ∑ ∑  
  ∑     ∑   
 
Cálculo del coeficiente de correlación   
 ∑     ∑ ∑ 
√  ∑    ∑      ∑    ∑    
 
La ICH recomienda que, para establecer la linealidad, se utilicen normalmente un mínimo de cinco 
concentraciones, y en la valoración de un fármaco puede estar en un rango de 80% a 120% de la 
concentración de prueba. 
INTERVALO.- El intervalo es la amplitud entre la concentración inferior y superior del analito en 
la cual se puede determinar al analito con un nivel adecuado de precisión, exactitud y linealidad 
utilizando el procedimiento según se describe por escrito. El intervalo se expresa normalmente en 
las mismas unidades que los resultados de la prueba obtenidos mediante el procedimiento analítico. 
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El intervalo se valida verificando que el procedimiento analítico proporciona precisión, exactitud y 
linealidad aceptables cuando se aplica a muestras que contienen el analito en los extremos del 
intervalo, al igual que dentro del intervalo. (USP-34-NF-29, 2011) 
2.2.6.2.2.7. Robustez 
Es una medida de la capacidad del método analítico para no ser afectado por variaciones pequeñas, 
aunque deliberadas, en los parámetros del procedimiento indicados en la documentación, y provee 
una indicación de su aptitud durante condiciones normales de uso. (USP-34-NF-29, 2011) 
2.2.6.2.3. Datos requeridos para la Validación (USP-34-NF-29, 2011) 
Los requisitos de las pruebas farmacopeicas varían desde determinaciones analíticas muy rigurosas 
hasta evaluaciones subjetivas de atributos. Considerando esta amplia variedad, es lógico que 
diferentes procedimientos de prueba requieran diferentes esquemas de validación. A continuación 
se detallan los parámetros de validación requeridos según la categoría del ensayo 
Categoría I.- Procedimientos analíticos para la cuantificación de los componentes 
principales de fármacos a granel o ingredientes activos (incluyendo conservantes) en 
productos farmacéuticos terminados. 
Categoría II.- Procedimientos analíticos para la determinación de impurezas en fármacos a 
granel o productos de degradación en productos farmacéuticos terminados. Estos 
procedimientos incluyen análisis cuantitativos y pruebas de límite. 
Categoría III.- Procedimientos analíticos para la determinación de las características de 
desempeño 
Categoría IV.- Pruebas de identificación. 
Tabla 2.3 Datos Requeridos para la Validación 
Características de 
desempeño Analítico 
Categoría I 
Categoría II 
Categoría 
III 
Categoría 
IV 
Análisis 
Cuantitativos 
Pruebas de 
Límite 
Exactitud Sí Sí * * No 
Precisión Sí Sí No Sí No 
Especificidad Sí Sí Sí * Sí 
Límite de Detección No No Sí * No 
Límite de Cuantificación No Sí No * No 
Linealidad Sí Sí No * No 
Intervalo Sí Sí * * No 
* Pueden requerirse, dependiendo de la naturaleza de la prueba específica 
Nota. (USP-34-NF-29, 2011) 
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2.2.6.3. Operaciones Previas a la Validación de un Método Analítico 
2.2.6.3.1. Calificación del Equipo  
La calificación es una premisa necesaria para poder validar. Es la comprobación formal, 
sistemática y documentada de que el equipo es el más adecuado para los fines previstos. 
Para llevar a cabo la misma, se procede a la calibración del equipo y a la comprobación de métodos 
y sistemas. 
a) Calificación de Instalación (IQ).- Es la verificación documentada de que todos los 
aspectos claves de la instalación están de acuerdo con las recomendaciones del fabricante y 
corresponden a las especificaciones aprobadas en el diseño. 
b) Calificación operacional (OQ).- Es la verificación de que los equipos funcionan en la 
forma esperada y son capaces de operar satisfactoriamente, sobretodo en el rango de los 
parámetros operacionales para los que han sido diseñados. Es realizado por un técnico 
calificado. 
c) Calificación de performance (PQ).- Se realiza para demostrar la efectividad y 
reproducibilidad del proceso bajo condiciones normales de operación, y condiciones 
límites de operación. Es verificado por el usuario, trabajando con estándares certificados. 
2.2.6.3.2. Calibración de Equipos 
Los instrumentos de medida deben aportar datos fiables, la calibración de los instrumentos de 
control se establecen frente a estándares oficiales o de carácter privado de solvencia reconocida. 
Los datos de calibración deben reflejar la precisión y exactitud del aparato de medida, incluyendo 
además los factores de corrección adecuados. 
2.2.6.3.3. Registro de Verificación del Equipo 
Es el examen a un instrumento para verificar el cumplimiento de sus especificaciones. Se lo realiza 
en forma periódica 
2.2.6.4. INCERTIDUMBRE 
La guía ISO 3534-1 [ISO 1993], define incertidumbre como “una estimación unida al resultado de 
un ensayo que caracteriza el intervalo de valores dentro de los cuales se afirma que está el valor 
verdadero”. Esta definición tiene poca aplicación práctica ya que el “valor verdadero” no puede 
conocerse. Esto ha hecho que el Vocabulario de Metrología Internacional, VIM [BIPM, 1993], 
evite el término “valor verdadero” en su nueva definición y defina la incertidumbre como “un 
parámetro, asociado al resultado de una medida, que caracteriza el intervalo de valores que puede 
ser razonablemente atribuidos al mensurando”. (Maroto A. , Boqué, Riu, & Rius, 2001) 
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En esta definición el mensurando indica: “la propiedad sujeta a medida” 
Por tanto, la incertidumbre nos da una idea de la calidad del resultado ya que nos muestra un 
intervalo alrededor del valor estimado dentro del cual se encuentra el valor considerado verdadero. 
(Maroto A. , Boqué, Riu, & Rius, 2001) 
2.2.6.4.1. Necesidad de asegurar la incertidumbre de los resultados 
Hoy en día, los laboratorios deben demostrar que sus métodos analíticos proporcionan resultados 
fiables y adecuados para la finalidad o propósitos perseguidos [UNE-EN ISO/IEC 2000], ya que 
muchas de las decisiones que se toman están basadas en la información que estos resultados 
proporcionan. La fiabilidad de los resultados se demuestra verificando la trazabilidad del método 
analítico y comprobándola periódicamente mediante la utilización de, por ejemplo, gráficos de 
control. Sin embargo, además de verificar la trazabilidad, es necesario suministrar un parámetro 
que proporcione una idea del grado de confianza de los resultados, es decir, que refleje lo que 
puede alejarse el resultado analítico del valor considerado verdadero. Por tanto, los analistas deben 
proporcionar resultados trazables y con una incertidumbre asociada. (Maroto A. , Boqué, Riu, & 
Rius, 2001) 
2.2.6.4.2. Estrategias para el cálculo de la incertidumbre 
2.2.6.4.2.1. Estrategia propuesta por la ISO (aproximación “bottom-up”) 
La estrategia para el cálculo de la incertidumbre propuesta por la ISO [BIPM 
1993] se aplicó inicialmente a las medidas físicas y, posteriormente, Eurachem la adaptó a las 
medidas químicas [Eurachem 1995]. 
Esta aproximación se basa en identificar, cuantificar y combinar todas las fuentes de incertidumbre 
del procedimiento analítico. La ilustración 2.8 muestra las cuatro etapas diferenciadas propuestas 
por la ISO para calcular la incertidumbre: 
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Ilustración 2.8 Etapas a seguir para el cálculo la incertidumbre según el método de la ISO 
 
Nota: (Maroto A. , Boqué, Riu, & Rius, 2000) 
 Especificación 
En esta etapa debe modelarse el proceso de medida. Es decir, se establece cuál es la relación que 
hay entre el resultado analítico y los parámetros de los que depende.  
 Identificación 
Una vez modelado el proceso de medida, deben identificarse todas las fuentes de incertidumbre. 
Sin pretender ser exhaustivos, algunas de las fuentes de incertidumbre están asociadas a la 
heterogeneidad de la muestra, a la calibración de los instrumentos, a la pureza de los reactivos, a las 
condiciones ambientales y a los errores aleatorios cometido por los analistas.  
 Cuantificación 
En esta etapa deben cuantificarse todas las fuentes de incertidumbre identificadas en la etapa 
anterior. Hay dos formas de cuantificar las fuentes  de incertidumbre: 
a) Experimentalmente, es decir, haciendo replicados en el laboratorio. 
b) Usando información disponible: certificados de calibración, tolerancias del material volumétrico, 
manuales de instrumentos, etc. 
Es importante señalar que todas las componentes de incertidumbre deben expresarse como 
incertidumbre estándar. En el caso de que la incertidumbre se determine experimentalmente, la 
incertidumbre estándar se obtiene calculando la desviación estándar de los replicados. Si se utiliza 
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información previa, la incertidumbre estándar se suele obtener dividiendo por √  el intervalo 
proporcionado por el fabricante (con lo que se asume que el intervalo de confianza sigue una 
distribución rectangular).  
 Combinación 
Una vez que se han calculado todas las fuentes de incertidumbre, éstas deben combinarse siguiendo 
la ley de propagación de errores. De esta forma, se obtiene una incertidumbre estándar combinada, 
u. El último paso, consiste en calcular la incertidumbre expandida, U.  
      
Para ello, debe multiplicarse la incertidumbre estándar por un factor de cobertura, k. Normalmente, 
k es igual a 2. De esta forma, se obtiene un intervalo donde existe aproximadamente un 95% de 
probabilidad de que se encuentre el valor verdadero. (Maroto A. , Boqué, Riu, & Rius, 2000) 
2.2.6.4.2.2. Estrategia para el cálculo de la incertidumbre propuesto por el Comité de 
Métodos Analíticos (AMC) 
Esta aproximación está basada en calcular la incertidumbre globalmente utilizando la información 
generada en los ejercicios interlaboratorio de tipo colaborativo. En estos ejercicios los laboratorios 
participantes deben analizar una muestra siguiendo, tan fielmente como sea posible, el método 
analítico propuesto por el responsable. 
La incertidumbre de resultados obtenidos con el método analítico se obtiene a partir de la 
desviación estándar de los resultados obtenidos por los laboratorios participantes. La desviación 
estándar corresponde a la reproducibilidad del método ya que los resultados se han obtenido por 
diferentes laboratorios  
En concreto, la incertidumbre debe obtenerse multiplicando la desviación estándar de la 
reproducibilidad, sR, por el factor de cobertura k. 
Incertidumbre expandida 
       
Al igual que en la estrategia propuesta por la ISO, un factor de k=2 proporciona un intervalo donde 
hay aproximadamente un 95% de probabilidad de que contenga al valor verdadero. 
Es importante resaltar que esta aproximación no considera fuentes de incertidumbre asociadas a la 
heterogeneidad de la muestra, a diferencias entre la muestra analizada en el ejercicio y la muestra 
de rutina analizada en el laboratorio (debidas al tipo de matriz o al nivel de concentración) y a 
 38 
 
pretratamientos que se realicen en las muestras de rutina pero que no se hayan realizado en el 
ejercicio colaborativo. Por tanto, estas fuentes de incertidumbre deberían incluirse en el caso de que 
fuera necesario. (Maroto A. , Boqué, Riu, & Rius, 2000) 
2.2.6.4.2.3. Estrategia basada en utilizar la información obtenida en la validación del 
método 
Esta estrategia calcula la incertidumbre utilizando la información generada en el proceso de 
verificación de la trazabilidad del método. Esta aproximación tiene la ventaja de que supone poco 
trabajo adicional ya que, no tiene sentido calcular la incertidumbre de un resultado obtenido al 
analizar una muestra de rutina si previamente no se ha verificado la trazabilidad del método 
analítico utilizado. 
La Ilustración 2.9 muestra que la trazabilidad del método debe verificarse con una muestra 
representativa. Es decir, debe ser una muestra que sea lo más parecida posible a las muestras de 
rutina que se analizarán con el método analítico. Sólo en el caso de que la muestra de referencia sea 
representativa, podremos asegurar la trazabilidad de los resultados obtenidos al analizar muestras 
de rutina. Además, la muestra de referencia debe analizarse en condiciones intermedias de 
precisión, es decir, variando todos aquellos factores que pueden influir en la variabilidad de los 
resultados. Por tanto, la muestra debería analizarse en diferentes días, por diferentes analistas, etc. 
Ilustración 2.9 Incertidumbre de los resultados utilizando la verificación de la trazabilidad 
 
Nota: (Maroto A. , Boqué, Riu, & Rius, 2000) 
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Una vez que se ha verificado la trazabilidad, se puede calcular la incertidumbre de las muestras de 
rutina. Esta incertidumbre puede obtenerse a partir de la información obtenida al verificar la 
trazabilidad. Además, también puede ser necesario incluir otros términos en la incertidumbre final.  
 Certificado de calibración (c).- Se calcula como el intervalo de incertidumbre expandida 
en el certificado de calibración (Ucal) del equipo, dividido por el factor de cobertura (k) 
   
    
 
 
Ucal = Incertidumbre de la calibración 
 Deriva (D).- Corresponde a lo máximo que pueden variar sus características de medida un 
equipo a lo largo del tiempo por causas no especificadas, y cuando no se conoce este dato, 
se puede utilizar el valor de la exactitud del método para calcular la fuente de 
incertidumbre. 
   
         
 
 
 Temperatura (T).- Cuando el trabajo realizado esta dentro de los márgenes de temperatura 
especificados, no se considera a esta como fuente de incertidumbre, caso contrario se 
calcula de la siguiente forma: 
   
      
 
 
LMáx-T  = Límite máximo de temperatura 
El Límite máximo de temperatura es igual a la diferencia de temperatura entre la 
calibración del equipo y el momento de realizar la medida, multiplicada por el valor 
medido por el instrumento de la magnitud de entrada. 
 Inestabilidad de la medida (i).- Ocurre cuando hay variaciones en la magnitud a medir 
(Vmed), que se evidencia cuando varían las lecturas que proporcionan el instrumento. 
(Maroto A. , Boqué, Riu, & Rius, 2000) 
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2.3. FUNDAMENTO LEGAL 
En la Constitución de la República del Ecuador  
Título VII del régimen del buen vivir en el Art. 363, numeral 7 
“Garantizar la disponibilidad y acceso a medicamentos de calidad seguros y eficaces, regular su 
comercialización y promover la producción nacional y la utilización de medicamentos genéricos 
que respondan a las necesidades epidemiológicas de la población.” 
Registro Oficial Nº 486 del reglamento para las Buenas Prácticas de Manufactura para la 
industria farmacéutica  
Capítulo 1. Art. 230 
“Las técnicas aplicadas estarán definidas y validadas con el fin de proporcionar toda la garantía 
sobre la fiabilidad de los resultados obtenidos” 
Norma Internacional ISO 17025 de los Requisitos generales para la competencia de los 
laboratorios de ensayo y calibración en el punto Nº 5 cita: 
“El laboratorio debe validar los métodos no normalizados, los métodos que diseña o desarrolla, 
los métodos normalizados utilizados fuera del alcance previsto, así como modificaciones o 
ampliaciones a los métodos normalizados, para confirmar que los métodos son aptos para los fines 
previstos” 
Informe de la Organización Mundial de la Salud (OMS) Nº 34 
“Los estudios de validación constituyen una parte esencial de BPM y deben efectuarse conforme a 
protocolos definidos de antemano. Los procesos de importancia crítica deben validarse” 
Farmacopea de los Estado Unidos USP-33 NF-28, en su capítulo de Prácticas y procedimientos 
de pruebas. 
“Se puede utilizar métodos y/o procedimientos alternativos que proporcionen alguna ventaja en 
cuanto a exactitud, sensibilidad, precisión, selectividad o adaptabilidad a la automatización o 
reducción de datos computarizados o en otras circunstancias especiales. Dichos procedimientos y 
métodos alternativos se deben validar según se describe en el capítulo general Validación de 
procedimientos farmacopeicos, y se debe demostrar que proporcionan resultados equivalentes o 
mejores” 
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2.4. DEFINICIONES CONCEPTUALES 
ESPECTROFOTOMETRÍA Se denomina espectrofotometría a la medición de la cantidad de 
energía radiante que absorbe un sistema químico en función de la longitud de onda de la radiación, 
y a las mediciones a una determinada longitud de onda. (Carlos & Martín, 2009) 
LONGITUD DE ONDA Se define la longitud de onda (l) como la distancia que recorre 
el pulso mientras una partícula del medio que recorre la onda realiza una oscilación completa. El 
tiempo que tarda en realizar la oscilación se llama período (T) y la frecuencia () es el número de 
oscilaciones (vibraciones completas) que efectúa cualquier partícula, del medio perturbado por 
donde se propaga la onda, en un segundo. (Villasuso, 2009) 
FOTÓN El fotón es una partícula indivisible que se mueve, siempre, a la velocidad de la luz. 
(Beltrán, 2008) 
CROMOFORO Un cromóforo es la parte o conjunto de átomos de una molécula responsable de su 
color. También se puede definir como una sustancia que tiene muchos electrones capaces de 
absorber energía o luz visible, y excitarse para así emitir diversos colores, dependiendo de las 
longitudes de onda de la energía emitida por el cambio de nivel energético de los electrones, de 
estado excitado a estado fundamental o basal. (Buenas tareas) 
ANALITO Especie a determinar en un análisis (Skoog, Holler, & Nieman, 2001) 
CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA La cromatografía es un método físico de separación basado en la 
distribución de los componentes de una mezcla entre dos fases inmiscibles, una fija o estacionaria y 
otra móvil. En la cromatografía líquida, la fase móvil es un líquido que fluye a través de una 
columna que contiene a la fase fija. (¿Qué es la cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC)?, 
2006) 
HPLC Cromatografía líquida de alta resolución, es un método que consigue la separación de varios 
componentes de una sustancia por la afinidad que presentan dichas sustancias por la fase 
estacionaria cuando son arrastrados por un solvente o fase móvil. (Skoog, Holler, & Nieman, 2001) 
MACROLIDO Grupo de antibióticos que poseen un anillo lactónico macrocíclico al que se unen 
diversos desoxiazucares. (Avendaño, 1993) 
INCERTIDUMBRE una estimación unida al resultado de un ensayo que caracteriza el  intervalo  
de valores dentro de los cuales se afirma que está el valor verdadero. (Maroto A. , Boqué, Riu, & 
Rius, 2000) 
BACTERICIDA Sustancia capaz de destruir las bacterias. (TORTORA, 2007) 
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BACTERIOSTÁTICO Sustancia capaz de inhibir el crecimiento las bacterias. (Tortora, Funke, & 
Case, 2007) 
CONCENTRACIÓN MÍNIMA INHIBITORIA (CMI) Método para determinar de manera exacta 
la susceptibilidad de una bacteria a un antibiótico. La mínima cantidad de un antibiótico necesario 
para inhibir el desarrollo bacteriano. (Romero, 2007) 
CONCENTRACIÓN MÍNIMA BACTERICIDA (CMB) La mínima cantidad de antibiótico 
necesaria para matar a una cepa bacteriana determinada. (Romero, 2007) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 43 
 
3. CAPITULO III METODOLOGÍA 
3.1. TIPO DE INVESTIGACIÓN 
Esta investigación es de tipo bibliográfica, ya que se basa en un método anteriormente diseñado 
para la claritromicina, otro macrólido parecido a la azitromicina, también es de tipo experimental, 
porque estos conocimientos bibliográficos nos servirá para desarrollar el nuevo método 
espectrofotométrico 
3.2. POBLACIÓN Y MUESTRA: UNIVERSO DE ESTUDIO 
La población o universo de estudio lo constituyen 2 lotes: 1 lote fabricado por el analista, de 250 
comprimidos de azitromicina de 500 mg, 1 lote de placebo (100 comprimidos) elaborado por el 
analista. 
La muestra lo constituye 50 comprimidos de azitromicina (500 mg) de cada lote escogidos al azar. 
Para la valoración por el método de HPLC la muestra será de 20 comprimidos. 
3.3. DISEÑO EXPERIMENTAL 
Para las pruebas estadísticas se dividió el diseño de la investigación en tres partes: 
Primera parte 
Establecimiento de los parámetros de desempeño del Método espectrofotométrico 
 Elección del disolvente: Barrido espectral y gráficas con las máximas longitudes de onda 
de absorción. 
 Selección de la Longitud de onda: A través del barrido espectral en la Zona del UV-
Visible.  
 Intervalo de concentraciones: Coeficiente de correlación 
 Especificidad: Si hay o no interferencias con los excipientes. 
 Precisión: Dispersión (desviación estándar, coeficiente de variación) 
 Exactitud: Error absoluto; Error relativo 
Segunda Parte 
Para la validación del método se realizará a 5 niveles de concentración la ICH recomienda que para 
determinar un intervalo para un método analítico se considere los intervalos especificados como 
mínimos que se indica a continuación: 
Valoración de un fármaco: de 80% a 120% de la concentración de prueba. 
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Por lo tanto los niveles de concentración son: 80%, 90%, 100%, 110%, 120%, con tres replicas por 
concentración por dos días diferentes por dos analistas diferentes. 
El tratamiento estadístico que se realizará al método será un análisis de varianza (ADEVA), y una 
estadística paramétrica, aplicando el test de regresión lineal por el método de mínimos cuadrados. 
Tercera Parte 
 Comparación de los resultados de cuantificación de Azitromicina por el método 
espectrofotométrico y cromatográfico (HPLC). 
 Trazabilidad de un método espectrofotométrico con un método de referencia: la 
comparación de ambos métodos se realizará a través de una prueba de t sorteada. 
3.4. VARIABLES 
3.4.1. Independientes: 
 Concentración de Azitromicina 
3.4.2. Dependientes: 
 Longitud de onda 
 Analista 
 Solvente 
3.5. TÉCNICAS E INSTRUMENTOS ANALÍTICOS 
3.5.1. INSTRUMENTOS 
Espectrofotómetro: Marca. HITACHI 
   Serie. 2147-039 
   Modelo. U-1900 
Balanza analítica: Marca. Mettler Toledo 
   Serie. 1227130782 
   Modelo. AI204 
HPLC:   Marca. DIONEX 
   Serie. DTP (Dual Ternary Pump) 
   Modelo. Ultimate 3000 
Tableteadora: Marca. PICCOLA 
   Serie. BN° 
   Modelo. 105 
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Durómetro:  Marca. BONALS 
   Serie. 239 
Friabilador:  Marca. ERWEKA 
   Serie. 44792 
   Modelo. TA3 
Desintegrador: Marca. ERWEKA 
   Serie. 43507 
   Modelo. ZT2 
3.5.2. TÉCNICAS 
Para describir la técnica esta investigación se dividió en tres partes: 
3.5.2.1. Desarrollo del método analítico 
3.5.2.1.1. Selección del disolvente 
Barrido espectral en la zona del Ultravioleta (UV) 
 Reactivos 
a) Etanol 
b) Metanol 
c) Acetona 
d) Isobutanol 
e) Propanol 
 
 Procedimiento 
a) Estándar: Pesar 50 mg de azitromicina St secundario en un balón volumétrico de 100 ml 
aforar con el disolvente en prueba, llevar al ultrasonido por 15 minutos y enfriar. Tomar 
una alícuota de 2 mL llevar a un balón volumétrico de 50 mL diluir y aforar con el 
solvente. 
b) Muestra: Pesar un equivalente a 50 mg de azitromicina en un balón volumétrico de 100 ml 
aforar con el disolvente en prueba, llevar al ultrasonido por 15 minutos y enfriar. Tomar 
una alícuota de 2 mL llevar a un balón volumétrico de 50 mL diluir y aforar con el 
solvente. 
c) Placebo: Pesar un equivalente a 50 mg de placebo en un balón volumétrico de 100 ml 
aforar con el disolvente en prueba, llevar al ultrasonido por 15 minutos y enfriar. Tomar 
una alícuota de 2 mL llevar a un balón volumétrico de 50 mL diluir y aforar con el 
solvente. 
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Realizar un barrido espectral en la zona del UV 200-400 nm de la muestra preparada a una 
concentración de 20 ppm y determinar si hay o no absorción, si la hubiera determinar la longitud de 
onda en la que se encuentra el pico máximo de absorción. 
Repetir este procedimiento con cada uno de los disolventes. 
Se seleccionará el disolvente con el cual la azitromicina llegue a una mayor absorbancia, caso 
contrario que la azitromicina no absorba en el UV, se llevará a cabo el experimento con la técnica 
para la Claritromicina, pero se eligirá el disolvente que presente mayor afinidad con la 
azitromicina. 
Barrido espectral en la zona del visible. 
 Reactivos: 
a) Metanol (Disolvente) 
b) Etanol (Disolvente) 
c) Ácido Clorhídrico (Disolvente) 
d) Ácido Sulfúrico (Formación del Cromógeno) 
 Procedimiento 
a) Estándar: Pesar 80 mg de azitromicina, llevar a un balón de 100 mL, disolver con 10 mL 
de disolvente aforar con disolvente, tomar una alícuota de 5 mL y diluir con ácido 
clorhídrico 0,1 N a 50 mL, tomar una alícuota de 25 mL y añadir 10 mL ácido sulfúrico 
concentrado, dejar reaccionar por 75 minutos y aforar a 50 mL con ácido clorhídrico 0,1 N. 
b) Muestra: Pesar un equivalente de 80 mg de azitromicina, llevar a un balón de 100 mL, 10 
mL de disolvente aforar con disolvente, tomar una alícuota de 5 mL y diluir con ácido 
clorhídrico 0,1 N a 50 mL, tomar una alícuota de 25 mL y añadir 10 mL ácido sulfúrico 
concentrado, dejar reaccionar por 75 minutos y aforar a 50 mL con ácido clorhídrico 0,1 N. 
c) Placebo: Pesar un equivalente de 80 mg de placebo, llevar a un balón de 100 mL, 10 mL de 
disolvente aforar con disolvente, tomar una alícuota de 5 mL y diluir con ácido clorhídrico 
0,1 N a 50 mL, tomar una alícuota de 25 mL y añadir 10 mL ácido sulfúrico concentrado, 
dejar reaccionar por 75 minutos y aforar a 50 mL con ácido clorhídrico 0,1 N. 
Realizar un barrido espectral en la zona del Visible 400 – 700 nm de la muestra preparada a una 
concentración de 20 ppm y determinar si hay o no absorción, si la hubiera determinar la longitud de 
onda en la que se encuentra el pico máximo de absorción. 
Repetir este procedimiento con cada uno de los disolventes. 
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3.5.2.1.2. Selección de la longitud de onda 
 Reactivos 
a) Ácido clorhídrico 0,1 N 
b) Ácido sulfúrico concentrado (98%) 
c) Etanol 
d) Metanol 
 Procedimiento 
Se realizará un barrido espectral en la zona del visible para determinar a qué longitud de onda es el 
pico máximo de absorción. 
d) Estándar: Pesar 80 mg de azitromicina, llevar a un balón de 100 mL, disolver con 10 mL 
de metanol aforar con ácido clorhídrico 0,1 N, tomar una alícuota de 5 mL y diluir con 
ácido clorhídrico 0,1 N a 50 mL, tomar una alícuota de 25 mL y añadir 10 mL ácido 
sulfúrico concentrado, dejar reaccionar por 75 minutos y aforar a 50 mL con ácido 
clorhídrico 0,1 N. 
e) Muestra: Pesar un equivalente de 80 mg de azitromicina, llevar a un balón de 100 mL, 
disolver con 10 mL de metanol aforar con ácido clorhídrico 0,1 N, tomar una alícuota de 5 
mL y diluir con ácido clorhídrico 0,1 N a 50 mL, tomar una alícuota de 25 mL y añadir 10 
mL ácido sulfúrico concentrado, dejar reaccionar por 75 minutos y aforar a 50 mL con 
ácido clorhídrico 0,1 N. 
f) Placebo: Pesar un equivalente de 80 mg de placebo, llevar a un balón de 100 mL, disolver 
con 10 mL de metanol aforar con ácido clorhídrico 0,1 N, tomar una alícuota de 5 mL y 
diluir con ácido clorhídrico 0,1 N a 50 mL, tomar una alícuota de 25 mL y añadir 10 mL 
ácido sulfúrico concentrado, dejar reaccionar por 75 minutos y aforar a 50 mL con ácido 
clorhídrico 0,1 N. 
Realizar un barrido espectral en la zona del visible (400-700 nm) para el estándar y muestra a una 
concentración de 40 ppm y del placebo, determinar la longitud de onda en la cual se encuentra el 
pico máximo de absorción. Observar si existe interferencia con los excipientes, para esto nos 
serviremos de los datos de absorbancia del placebo. 
 
3.5.2.1.3. Selección del intervalo óptimo de concentraciones 
Se determinó el intervalo óptimo de las concentraciones en las cuales existe una relación lineal con 
las concentraciones siguientes establecidas en la tabla 4. 
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Tabla 3.1 Datos de la curva de calibración de azitromicina 
Muestra (g/mL) Cantidad a pesar de 
Azitromicina  (mg) 
48 96 
36 88 
40 80 
36 72 
32 64 
 
Pesar la cantidad necesaria de azitromicina según la Tabla 4, llevar a un balón de 100 mL, disolver 
con 10 mL de metanol, aforar con ácido clorhídrico 0,1 N, tomar una alícuota de 5 mL y diluir con 
ácido clorhídrico 0,1 N y aforar a 50 mL, tomar una alícuota de 25 mL y añadir 10 mL ácido 
sulfúrico concentrado, dejar reaccionar por 75 minutos y aforar a 50 mL con ácido clorhídrico 0,1 
N, leer en el espectrofotómetro a 481 nm. 
 Análisis estadístico 
Se utilizó el método de mínimos cuadrados: 
Ecuación de la recta:  
       
Cálculo de la pendiente:  
  
  ∑    ∑ ∑ 
  ∑     ∑   
 
Desviación estándar de la pendiente: 
   √
   
 
∑   
 ∑   
 
 
   
  
∑    ∑   ∑  
   
 
 
Límite de Confianza de la Pendiente 
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Cálculo del Intercepto: 
  
∑  ∑    ∑ ∑  
  ∑     ∑   
 
Desviación estándar del Intercepto: 
     √
∑  
 
 
Límite de confianza del Intercepto: 
           
Cálculo del coeficiente de correlación  
  
  ∑    ∑ ∑ 
√  ∑    ∑      ∑    ∑    
 
El coeficiente de correlación de la regresión lineal debe encontrarse entre 0,995 y 1,00; el 
coeficiente de correlación al cuadrado debe ser mayor de 0,98. 
Test de Hipótesis para demostrar que existe una correlación entre X e Y. 
 Ho: texp < tt No hay correlación entre X e Y 
 Ho: texp > tt Hay correlación entre X e Y   
     
| |  √   
√    
 
3.5.2.2. Validación del método espectrofotométrico desarrollado para la valoración de 
azitromicina en comprimidos 
3.5.2.2.1. Linealidad e intervalo 
Para determinar la linealidad se aplicó una regresión lineal por el método de mínimos cuadrados. 
Se presenta el coeficiente de correlación, la intersección con el eje de las coordenadas, la pendiente 
de la línea de regresión y la suma de los cuadrados residuales. 
La ICH recomienda que para establecer la linealidad, se utilicen normalmente un mínimo de 5 
concentraciones. Se trabajó con las mismas concentraciones con las cuales se determinó el 
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Intervalo óptimo de concentración. Se preparó tres soluciones de la muestra para cada nivel de 
concentración en dos días diferentes por dos analistas diferentes. 
Ecuación de la recta:  
       
Cálculo de la pendiente:  
  
  ∑    ∑ ∑ 
  ∑     ∑   
 
Desviación estándar de la pendiente: 
   √
   
 
∑   
 ∑   
 
 
   
  
∑    ∑   ∑  
   
 
Límite de Confianza de la Pendiente 
           
Cálculo del Intercepto:  
  
∑  ∑    ∑ ∑  
  ∑     ∑   
 
Desviación estándar del Intercepto: 
     √
∑  
 
 
Límite de confianza del Intercepto: 
           
Cálculo del coeficiente de correlación: 
  
  ∑    ∑ ∑ 
√  ∑    ∑         ∑    
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El coeficiente de correlación de la regresión lineal debe encontrarse entre 0,995 y 1,00; el 
coeficiente de correlación al cuadrado debe ser mayor de 0,98. 
 
Test de Hipótesis para demostrar que existe una correlación entre X e Y. 
 Ho: texp < tt No hay correlación entre X e Y 
 Ho: texp > tt Hay correlación entre X e Y   
     
| |  √   
√    
 
3.5.2.2.2. Precisión 
Se evaluó mediante dos parámetros; la repetitividad y la reproducibilidad; para cada concentración 
se realizó tres repeticiones, por dos días diferentes y por dos analistas diferentes para evaluar estos 
parámetros 
Se utilizó un Diseño Completamente al Azar, para cada concentración, teniendo cuatro tratamientos 
para cada concentración 
La precisión de un procedimiento analítico se determina mediante el análisis de un número 
suficiente de alícuotas de una muestra homogénea que permita calcular estadísticamente 
estimaciones válidas de la desviación estándar o la desviación estándar relativa (coeficiente de 
variación). 
 Repetitividad 
Factor de corrección 
   
 ∑    
   
 
Suma de cuadrados totales (SCT) 
    ∑       
de cuadrados de los tratamientos 
    
∑   
 
    
Suma de cuadrados del error experimental (SCEEx) 
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Cuadrados medios de la SCtD 
      
   
   
 
Cuadrados medios de la SCEEx 
        
     
    
 
Factor de cálculo (Fcal) 
     
      
      
 
Desviación estándar de la repetibilidad del método 
   √        
Coeficiente de variación de la repetibilidad del método 
     
  
 ̅
     
La desviación estándar relativa (coeficiente de variación %CV) debe ser menor o igual al 2%, la 
reproducibilidad puede ser 2 o tres veces la repetitividad 
Reproducibilidad 
Desviación estándar de la reproducibilidad del método 
   √
   
   
 
Coeficiente de variación de la reproducibilidad del método 
     
√  
 ̅
     
3.5.2.2.3. Exactitud 
La exactitud se evalúo mediante el uso de muestras de concentración conocida (estándar secundario 
de azitromicina) 
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Se calcula el porcentaje de recuperación para cada nivel de concentración. 
                  
        
             
     
El porcentaje de recuperación tiene que estar entre el 98% - 102%, o 2% de error relativo. 
3.5.2.2.4. Determinación de la Incertidumbre 
Método ISO: la incertidumbre expandida U, se la cuantificará a partir del cálculo de la 
incertidumbre estándar combinada  y de la determinación de un factor de cobertura k. 
Se siguió la ley de propagación del error una vez identificada todas las fuentes de incertidumbre 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pesar Azitromicina 
Disolver con 5 mL de 
metanol 
Aforar a 100 mL con HCl 0,1 N 
Pipetear 5 mL 
Aforar a 50 mL con HCl 0,1 N 
Añadir 10 mL de H2SO4 © 
Dejar reaccionar por 75 
minutos y aforar a 50 mL 
Leer en el espectrofotómetro a 
481 nm 
 Pipetear a 25 mL 
Ilustración 3.1 Diagrama de flujo del procedimiento 
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Fuentes de incertidumbre: 
 Material de Referencia 
 Balanza 
 Espectrofotómetro 
 Material Volumétrico 
  
 Operador 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Procedimiento 
Determinar las fuentes de incertidumbre del método espectrofotométrico, calcular la incertidumbre 
estándar de cada una de las fuentes de incertidumbre, luego proceder a calcular la incertidumbre 
combinada y por último determinar la incertidumbre expandida con un factor de cobertura k = 2 
 
Incertidumbre estándar 
 Material de referencia 
Certificado de pureza del estándar 
                   
C (azitromicina) 
Espectrofotómetro 
Balanza Operador Material de referencia 
Material 
Volumétrico 
Ilustración 3.2 Diag ama de Causa y Efecto de las Diferentes Fuentes de Incertidumbre para el Método 
Espectrofotométrico 
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√ 
 
stMR Incertidumbre estándar del Material de referencia 
LC Límite de confianza del estándar 
 Material Volumétrico 
Tabla 3.2 Apreciación de material volumétrico utilizado en la investigación 
Material  Apreciación (± a) 
Pipeta de 5 mL 0,015 
Pipeta de 25 mL 0,030 
Balón de 100 mL 0,1 
Balón pyrex de 50 mL 0,1 
Balón LMS de 50 mL 0,06 
 
      
 
√ 
 
       √(           )
 
 (            )
 
                                                    
stMV Incertidumbre estándar del material de referencia 
stcMV Incertidumbre combinada estándar del material de referencia 
a Apreciación del material volumétrico 
 
 Balanza 
     
 
√ 
 
a Apreciación de la balanza (0,1 mg) 
Bal Incertidumbre de la balanza 
 
 Espectrofotómetro 
Para calcular la incertidumbre por parte del espectrofotómetro se realizó una calificación del 
equipo con Dicromato de potasio (patrón primario). 
Se trabajó con 4 niveles de concentración y se evalúo la linealidad del los datos para determinar la 
Incertidumbre de calibración del equipo, los niveles de concentración fueron: 25, 50, 100, 150 ppm 
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También se calculó el Factor Respuesta del equipo para cada nivel de concentración con la que se 
trabajó. 
     √
∑    ∑   ∑  
   
 
       
 
√ 
 
Para el factor respuesta del equipo se calcula primero los coeficientes de sensibilidad de las 
ordenadas, del intercepto y de la pendiente para cada nivel de concentración con la que se trabajó, 
se calcula las desviaciones estándar de cada uno, se multiplica por sus respectivos coeficientes de 
sensibilidad y se calcula la incertidumbre combinada. 
Factor Respuesta del espectrofotómetro 
 Coeficientes de sensibilidad 
Pendiente (m) 
 Intercepto (b) 
 
   
 
 
 
    
  
 
 
   
    
 
 
 Desviaciones estándar 
   
    
   
 
Corresponde al coeficiente de variación de la repetitividad 
   
           
√∑    ̅  
 
            
√∑(      ̂)
 
   
 
      √
∑  
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     √(    )
 
 (      )
 
         
CFR Incertidumbre del Factor respuesta del equipo 
 
 Incertidumbre del espectrofotómetro 
       √            
         
  
espec Incertidumbre del Espectrofotómetro 
 
 Operador 
La incertidumbre por parte del operador está dada por el coeficiente de variación de la repetitividad 
a cada una de las concentraciones. 
 Incertidumbre combinada 
   √(      )
 
         (     )
 
               
Factor de cobertura 
                 
 Incertidumbre expandida 
      
U Incertidumbre expandida 
k Factor de cobertura 
N Incertidumbre combinada 
 
3.5.2.2.5. Especificidad 
Determinando si hay o no interferencia con los excipientes, se realizó de los comprimidos 
manufacturados en la planta piloto haciendo un barrido espectral con el estándar la muestra y el 
placebo, se preparó las muestras según la técnica del literal 3.5.2.1.3.  
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3.5.2.2.6. Robustez 
Para determinar este parámetro se realizó, a las muestras en estudio [Comprimidos elaborados en la 
Planta Piloto y comprimidos elaborados por 2 casas comerciales (Pfizer y Lamosan)], una filtración 
a un grupo de muestras y sin filtrar otro grupo de muestras con 6 repeticiones para cada lote. 
Procedimiento 
 Pesar un equivalente a 50 mg de azitromicina, llevar a un balón de 100 mL, disolver con 10 
mL de metanol, aforar con ácido clorhídrico 0,1 N. 
 Filtrar unos 50 mL de la muestra 
 Del filtrado tomar una alícuota de 5 mL y diluir con ácido clorhídrico 0,1 N y aforar a 50 
mL, tomar una alícuota de 25 mL y añadir 10 mL ácido sulfúrico concentrado, dejar 
reaccionar por 75 minutos y aforar a 50 mL con ácido clorhídrico 0,1 N, leer en el 
espectrofotómetro a 481 nm. 
 Tomar 5 mL de la muestra sin filtrar y realizar el mismo procedimiento en el literal 
anterior. 
Para verificar si hay diferencia significativa entre los diferentes tratamientos se realizó una prueba 
de t pareada. 
  
   
√
∑     ∑     ⁄
      
 
 
xdi Media de las diferencias 
n Número de observaciones 
∑di2 Sumatoria de los cuadrados de la diferencia 
(∑di)2 Sumatoria de las diferencias al cuadrado 
 
3.5.2.3. Comparación del método espectrofotométrico con el desarrollado con el método de 
HPLC especificado en la farmacopea 
3.5.2.3.1. Método de HPLC para la cuantificación de azitromicina 
Se realizará 10 tratamientos por este método, y se lo comparará con el método análitico 
desarrollado en esta investigación, para el análisis estadístico se utilizará una prueba de t sorteada. 
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Procedimiento 
Solución A: Una solución que contenga 4,4 mg/mL de fosfato dibásico de potasio y 0,5 mg/mL de 
1-octanosulfonato de sodio. Ajustar con ácido fosfórico a un pH de 8,20 ± 0,05. 
Fase móvil: Acetonitrilo, Metanol y Solución A (9:3:8) 
Solución B: 1,7 mg/mL de fosfato monobásico de amonio. Ajustar a un de 10,00 ± 0,05. 
Diluyente A: Metanol, Acetonitrilo y Solución B (7:6:7) 
Solución estándar: Disolver ER Azitromicina USP en Diluyente A usando aproximadamente 75% 
del volumen final, someter a ultrasonido hasta disolver, añadir Diluyente A a volumen, y mezclar 
para obtener una solución con una concentración conocida de 0,4 mg/mL de azitromicina. 
Solución madre de la muestra: Pesar y reducir a polvo fino no más de 20 tabletas. Transferir el 
equivalente de 667 mg de azitromicina a un matráz volumétrico de 200 mL. Agregar 75 mL de 
Diluyente A y someter a ultrasonido durante no menos de 15 minutos. Agitar mecánicamente 
durante no menos de 15 minutos. Dejar que la solución se equilibre a temperatura ambiente (20ºC), 
añadir  Diluyente A a volumen, y mezclar. 
Solución muestra: Tomar alícuotas necesarias para preparar una solución de 0,4 mg/mL de 
azitromicina a partir de Solución madre de la muestra en Diluyente A. pasar a través de un filtro 
con tamaño de poro de 0,45 m. 
Sistema cromatográfico 
Modo: HPLC 
Detector: UV 210 nm 
 
Temperatura de la columna: 50º 
Velocidad de flujo: 1,5 mL/min. 
Volumen de inyección: 10 L 
Análisis 
Muestras: Solución estándar y Solución muestra 
Calcular el porcentaje de C38H72N2O12 en la porción de tabletas tomada: 
       (
  
  
)  (
   
    
)  (
   
   
)  (
   
  
)  (
  
 
)      
 
rU respuesta del pico de azitromicina de la Solución muestra 
rS respuesta del pico de azitromicina de la Solución estándar 
PSt Peso de ER azitromicina en la estándar (mg) 
PU Peso de  azitromicina en la muestra (mg) 
FDU Factor de dilución ER azitromicina USP (mL) 
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FDU Factor de dilución azitromicina en la muestra (mL) 
PP Peso promedio de los comprimidos de azitromicina 
D Dosis declarada de azitromicina 
%St Porcentaje de pureza del estándar 
 
Cálculo de miligramos de p.a. por cápsula por el método espectrofotométrico 
             
         ̅̅ ̅̅    
              
 
AM Absorbancia de la Muestra 
Ast Absorbancia del Estándar 
Cst Concentración del Estándar 
PP Peso promedio de las cápsulas 
FD Factor de dilución 
 
Calculo de la t sorteada para el análisis estadístico 
  
| ̅   ̅|
 
 √
   
   
 
 
  √
∑     ̅   ∑     ̅  
     
 
X = Media del porcentaje del método espectrofotométrico 
Y = Media del porcentaje del método en HPLC 
s = Desviación estándar 
m = Número de datos del método espectrofotométrico 
n = Número de datos del método espectrofotométrico 
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4. CAPITULO IV ANÁLISIS E INTERPRETACIÓN DE RESULTADOS 
4.1. Desarrollo del método analítico 
4.1.1. Selección del disolvente 
Barrido espectral en la zona del UV a una concentración de 20 ppm 
Tabla 4.1 Barrido Espectral de Azitromicina en Etanol 
 Absorbancia  Absorbancia 
 Muestra Estándar Placebo  Muestra Estándar Placebo 
400 0,008 0,012 0,001 211 0,074 0,063 0,005 
350 0,009 0,012 0,001 210 0,079 0,066 0,006 
300 0,011 0,021 0,006 209 0,084 0,068 0,007 
250 0,031 0,032 0,003 208 0,089 0,071 0,008 
240 0,036 0,042 0,003 207 0,094 0,074 0,008 
230 0,039 0,053 0,000 206 0,100 0,076 0,008 
220 0,043 0,052 0,003 205 0,105 0,079 0,008 
219 0,045 0,052 0,003 204 0,109 0,081 0,008 
218 0,048 0,052 -0,002 203 0,112 0,081 0,008 
217 0,050 0,053 -0,001 202 0,112 0,080 0,007 
216 0,053 0,054 0,000 201 0,105 0,073 0,006 
215 0,057 0,056 0,001 200 0,089 0,061 0,006 
214 0,060 0,057 0,002 199 0,057 0,043 0,003 
213 0,065 0,059 0,003 198 0,030 0,030 0,003 
212 0,069 0,061 0,004 197 0,017 0,018 0,005 
 62 
 
Ilustración 4.1 Barrido Espectral de Azitromicina en Etanol 
 
Nota: Se observa en la ilustración que si hay absorción con etanol en la región del UV, pero también existe 
interferencias con los excipientes debido a que el lote placebo también presenta absorción en la longitud de 
onda de máxima absorción. 
Tabla 4.2 Barrido Espectral de Azitromicina en Isobutanol 
 Absorbancia  Absorbancia 
 Muestra Estándar Placebo  Muestra Estándar Placebo 
400 0,010 0,014 0,001 212 0,103 0,100 0,016 
350 0,013 0,018 0,001 211 0,110 0,104 0,016 
300 0,023 0,027 0,002 210 0,118 0,109 0,017 
280 0,034 0,034 0,002 209 0,126 0,114 0,018 
270 0,036 0,035 0,001 208 0,135 0,119 0,019 
250 0,033 0,037 0,001 207 0,145 0,124 0,020 
240 0,037 0,041 0,002 206 0,154 0,129 0,020 
230 0,052 0,051 0,004 205 0,164 0,135 0,021 
220 0,067 0,073 0,010 204 0,172 0,139 0,022 
219 0,070 0,076 0,011 203 0,179 0,143 0,022 
218 0,073 0,079 0,012 202 0,180 0,143 0,021 
217 0,077 0,082 0,012 201 0,172 0,136 0,022 
216 0,081 0,085 0,013 200 0,147 0,117 0,017 
215 0,085 0,089 0,014 198 0,058 0,052 0,007 
214 0,091 0,092 0,014 196 0,030 0,035 0,008 
213 0,097 0,096 0,015     
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Ilustración 4.2 Barrido Espectral de Azitromicina en Isobutanol 
 
Nota: Con el isobutanol la azitromicina presenta absorción en esta región (UV), pero también como en el 
caso anterior, existe interferencias con los excipientes debido a que el lote placebo presenta absorción en la 
longitud de onda de máxima absorción. 
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Tabla 4.3 Barrido Espectral de Azitromicina en Metanol 
 Absorbancia 
 Muestra Estándar Placebo 
400 0,005 -0,008 -0,006 
350 0,006 -0,008 -0,006 
300 0,008 -0,011 -0,009 
250 0,014 -0,011 -0,010 
200 0,016 0,003 -0,004 
199 0,015 0,002 -0,014 
198 0,011 0,005 -0,005 
197 0,011 0,001 0,000 
196 0,012 0,002 -0,007 
195 0,015 0,006 -0,002 
194 0,024 0,009 -0,003 
193 0,019 0,008 0,003 
192 0,017 0,007 0,003 
191 0,014 0,010 0,004 
190 0,02 0,012 0,007 
 
Ilustración 4.3 Barrido Espectral de Azitromicina en Metanol 
 
Nota: En metanol tanto el estándar, la muestra de azitromicina y el lote placebo no presenta absorción en la 
región del UV.  
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Tabla 4.4 Barrido Espectral de Azitromicina en Acetona 
 Absorbancia 
 Muestra Estándar Placebo 
400 -0,006 0,003 -0,005 
350 -0,007 0,004 -0,006 
300 0,011 0,004 0,014 
290 0,009 0,006 0,009 
280 0,008 0,006 0,019 
270 0,007 0,009 0,014 
260 0,008 0,010 0,009 
250 0,001 0,006 0,007 
240 0,017 0,013 0,006 
230 0,007 0,014 0,011 
220 0,009 0,003 0,008 
210 0,009 0,009 0,015 
200 0,007 0,008 0,004 
 
Ilustración 4.4 Barrido Espectral de Azitromicina en Acetona 
 
Nota: Con acetona tanto el estándar, la muestra de azitromicina y el lote placebo no presenta absorción en la 
región del UV. 
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Tabla 4.5 Barrido Espectral de Azitromicina en Propanol 
 Absorbancia  Absorbancia 
 Muestra Estándar Placebo  Muestra Estándar Placebo 
400 -0,007 0,004 -0,010 212 0,006 0,005 -0,005 
350 -0,007 0,004 -0,009 211 0,004 0,005 0,005 
300 0,005 0,004 -0,009 210 -0,002 0,005 -0,002 
250 0,004 0,004 -0,010 209 0,015 0,014 0,006 
240 0,003 0,003 -0,010 208 0,000 0,009 0,005 
230 0,005 0,005 -0,009 207 -0,006 0,014 -0,010 
220 -0,002 0,004 -0,009 206 0,009 0,010 0,009 
219 -0,003 0,006 -0,006 205 -0,002 0,006 -0,011 
218 -0,001 0,010 -0,009 204 0,005 0,014 -0,005 
217 0,005 0,007 -0,006 203 0,006 0,012 -0,006 
216 0,006 0,005 -0,002 202 0,008 0,017 -0,002 
215 0,000 0,005 -0,005 201 0,007 0,013 -0,008 
214 0,008 -0,010 -0,004 200 0,006 0,010 -0,004 
213 0,003 0,003 -0,003     
 
Ilustración 4.5 Barrido Espectral de Azitromicina en Propanol 
 
Nota: Con propanol tanto el estándar, la muestra de azitromicina y el lote placebo no presenta absorción en 
la región del UV. 
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La azitromicina es soluble en todos los disolventes seleccionados, no se puede desarrollar el 
método en esta zona del UV ya que existe interferencia con los excipientes tanto con el etanol 
como con el isobutanol.  
Barrido espectral en la zona del visible. 
La concentración de azitromicina fue de 20 ppm 
Tabla 4.6 Barrido espectral en la zona del visible de Azitromicina tratada con Ácido Sulfúrico, Etanol 
como solventes 
Etanol 
 Estándar Muestra Placebo  Estándar Muestra Placebo 
700 0,007 0,010 0,019 482 0,208 0,237 0,023 
650 0,009 0,013 0,019 481 0,208 0,237 0,023 
600 0,012 0,016 0,021 480 0,206 0,235 0,022 
550 0,013 0,019 0,023 479 0,203 0,232 0,022 
540 0,015 0,021 0,023 478 0,199 0,226 0,022 
530 0,018 0,024 0,023 477 0,193 0,220 0,022 
520 0,024 0,030 0,023 476 0,187 0,213 0,022 
510 0,034 0,041 0,023 475 0,181 0,206 0,021 
505 0,043 0,051 0,023 474 0,175 0,199 0,021 
500 0,060 0,070 0,023 473 0,169 0,192 0,020 
499 0,064 0,075 0,023 472 0,163 0,186 0,020 
498 0,070 0,082 0,023 471 0,157 0,180 0,019 
497 0,076 0,089 0,023 470 0,152 0,175 0,018 
496 0,084 0,097 0,023 469 0,148 0,169 0,018 
495 0,091 0,106 0,023 468 0,143 0,164 0,017 
494 0,100 0,116 0,023 467 0,139 0,160 0,016 
493 0,110 0,126 0,023 466 0,135 0,155 0,015 
492 0,120 0,138 0,023 465 0,131 0,151 0,014 
491 0,131 0,150 0,023 460 0,112 0,130 0,007 
490 0,142 0,163 0,023 455 0,094 0,110 0,004 
489 0,153 0,176 0,023 450 0,078 0,091 0,005 
488 0,165 0,188 0,023 440 0,060 0,068 0,014 
487 0,175 0,200 0,023 430 0,050 0,054 0,018 
486 0,185 0,211 0,023 420 0,040 0,044 0,021 
485 0,194 0,221 0,023 410 0,037 0,040 0,025 
484 0,200 0,228 0,023 400 0,033 0,037 0,027 
483 0,205 0,234 0,023     
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Ilustración 4.6 Barrido espectral de azitromicina en la zona del visible tratada con ácido sulfúrico y 
etanol como solvente 
 
Nota: La muestra de azitromicina tratada con ácido sulfúrico concentrado y utilizando como solvente etanol, 
tanto la muestra y el estándar  presentó absorción en la región visible del espectro, pero como vemos también 
en la ilustración y los datos de la tabla 4.6, existen interferencias con el lote placebo ya que este presenta 
absorción en casi todo el espectro visible. 
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Tabla 4.7 Barrido espectral en la zona del visible de Azitromicina tratada con Ácido Sulfúrico, 
Metanol como solventes 
Metanol 
 Estándar Muestra Placebo  Estándar Muestra Placebo 
700 -0,001 -0,003 0,010 482 0,145 -0,005 0,160 
650 0,000 -0,004 0,012 481 0,145 -0,005 0,161 
600 0,000 -0,004 0,013 480 0,144 -0,005 0,160 
550 -0,001 -0,004 0,014 479 0,142 -0,006 0,157 
540 0,001 -0,003 0,017 478 0,138 -0,006 0,154 
530 0,004 -0,003 0,020 477 0,134 -0,006 0,150 
520 0,008 -0,003 0,025 476 0,129 -0,006 0,145 
510 0,017 -0,004 0,033 475 0,125 -0,006 0,140 
505 0,023 -0,004 0,039 474 0,120 -0,006 0,136 
500 0,035 -0,004 0,051 473 0,115 -0,006 0,131 
499 0,038 -0,004 0,054 472 0,111 -0,006 0,127 
498 0,042 -0,004 0,058 471 0,107 -0,006 0,122 
497 0,047 -0,003 0,063 470 0,103 -0,006 0,118 
496 0,052 -0,003 0,068 469 0,099 -0,006 0,115 
495 0,057 -0,003 0,074 468 0,096 -0,007 0,111 
494 0,064 -0,004 0,080 467 0,092 -0,007 0,108 
493 0,071 -0,004 0,087 466 0,089 -0,007 0,105 
492 0,078 -0,004 0,094 465 0,086 -0,007 0,102 
491 0,086 -0,004 0,102 460 0,072 -0,008 0,088 
490 0,094 -0,004 0,110 455 0,058 -0,009 0,074 
489 0,103 -0,004 0,119 450 0,047 -0,009 0,063 
488 0,112 -0,005 0,128 440 0,036 -0,008 0,051 
487 0,120 -0,005 0,136 430 0,030 -0,007 0,044 
486 0,127 -0,005 0,143 420 0,021 -0,007 0,037 
485 0,134 -0,005 0,149 410 0,018 -0,006 0,034 
484 0,139 -0,005 0,155 400 0,013 -0,006 0,030 
483 0,143 -0,005 0,158     
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Ilustración 4.7 Barrido espectral de azitromicina en la zona del visible tratada con ácido sulfúrico y 
metanol como solvente 
 
Nota: La muestra y el estándar de azitromicina utilizando metanol como disolvente absorben en la región del 
espectro visible, no existen interferencias con los excipientes ya que no hay absorción del lote placebo en 
toda la zona del barrido espectral, la diferencia que se observa entre la muestra y el estándar puede deberse a 
que la concentración entre el lote estándar y la muestra de azitromicina no son aproximadamente las mismas. 
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Tabla 4.8 Barrido espectral de azitromicina en la zona del visible tratada con ácido sulfúrico y ácido 
clorhídrico como solvente 
HCl 
 Estándar Muestra Placebo  Estándar Muestra Placebo 
700 0,003 0,000 -0,002 482 0,178 0,182 -0,004 
650 0,003 0,000 -0,003 481 0,178 0,183 -0,004 
600 0,004 0,001 -0,003 480 0,177 0,182 -0,004 
550 0,004 -0,001 -0,003 479 0,175 0,180 -0,004 
540 0,006 0,002 -0,003 478 0,171 0,176 -0,004 
530 0,009 0,005 -0,003 477 0,166 0,170 -0,004 
520 0,014 0,012 -0,002 476 0,160 0,165 -0,005 
510 0,023 0,020 -0,002 475 0,155 0,159 -0,005 
505 0,030 0,020 -0,002 474 0,149 0,153 -0,005 
500 0,044 0,042 -0,002 473 0,144 0,147 -0,006 
499 0,048 0,046 -0,002 472 0,138 0,142 -0,006 
498 0,053 0,051 -0,002 471 0,133 0,137 -0,006 
497 0,059 0,057 -0,002 470 0,128 0,132 -0,007 
496 0,065 0,063 -0,002 469 0,124 0,127 -0,007 
495 0,071 0,071 -0,002 468 0,120 0,123 -0,008 
494 0,079 0,079 -0,002 467 0,116 0,119 -0,008 
493 0,087 0,087 -0,002 466 0,112 0,115 -0,009 
492 0,096 0,097 -0,002 465 0,108 0,112 -0,009 
491 0,106 0,107 -0,003 460 0,091 0,095 -0,013 
490 0,116 0,117 -0,003 455 0,074 0,078 -0,015 
489 0,126 0,128 -0,003 450 0,060 0,063 -0,015 
488 0,136 0,139 -0,003 440 0,042 0,046 -0,010 
487 0,143 0,149 -0,003 430 0,031 0,037 -0,009 
486 0,155 0,159 -0,003 420 0,022 0,027 -0,008 
485 0,163 0,167 -0,003 410 0,019 0,022 -0,006 
484 0,170 0,174 -0,003 400 0,016 0,017 -0,004 
483 0,175 0,179 -0,003     
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Ilustración 4.8 Barrido espectral de azitromicina en la zona del visible tratada con ácido sulfúrico y 
ácido clorhídrico como solvente 
 
Nota: El barrido espectral con ácido clorhídrico utilizado como disolvente presenta los siguientes datos: en la 
muestra y el estándar de azitromicina existe absorción, no hay interferencias con los excipientes, pero la 
disolución de la azitromicina en ácido clorhídrico es lenta (aproximadamente 10 minutos). 
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4.1.2. Selección de la longitud de onda 
Para este ensayo se disolvió la azitromicina con 5 mL de metanol y se utilizó como diluyente final 
ácido clorhídrico 0,1; y las demás diluciones se realizaron ácido clorhídrico 0,1N; la concentración 
de azitromicina fue de 40 ppm. 
Tabla 4.9 Barrido espectral de azitromicina con 5 mL de Metanol y 10 mL de ácido sulfúrico 
concentrado 
 Estándar Muestra Placebo  Estándar Muestra Placebo 
700 0,002 -0,004 -0,003 482 0,528 0,537 -0,005 
650 0,004 0,000 -0,004 481 0,531 0,537 -0,005 
600 0,004 0,000 -0,004 480 0,528 0,533 -0,005 
550 0,010 -0,004 -0,004 479 0,518 0,525 -0,006 
540 0,043 0,004 -0,003 478 0,508 0,511 -0,006 
530 0,066 0,015 -0,003 477 0,495 0,496 -0,006 
520 0,083 0,030 -0,003 476 0,479 0,477 -0,006 
510 0,109 0,063 -0,004 475 0,462 0,463 -0,006 
505 0,129 0,085 -0,004 474 0,449 0,444 -0,006 
500 0,168 0,130 -0,004 473 0,432 0,426 -0,006 
499 0,178 0,141 -0,004 472 0,419 0,411 -0,006 
498 0,191 0,155 -0,004 471 0,403 0,396 -0,006 
497 0,208 0,174 -0,003 470 0,389 0,381 -0,006 
496 0,224 0,192 -0,003 469 0,380 0,366 -0,006 
495 0,244 0,211 -0,003 468 0,366 0,355 -0,007 
494 0,264 0,237 -0,004 467 0,356 0,340 -0,007 
493 0,287 0,263 -0,004 466 0,347 0,329 -0,007 
492 0,310 0,289 -0,004 465 0,337 0,318 -0,007 
491 0,337 0,318 -0,004 460 0,290 0,266 -0,008 
490 0,363 0,348 -0,004 455 0,244 0,215 -0,009 
489 0,393 0,381 -0,004 450 0,208 0,174 -0,009 
488 0,422 0,414 -0,005 440 0,168 0,133 -0,008 
487 0,449 0,444 -0,005 430 0,145 0,111 -0,007 
486 0,472 0,470 -0,005 420 0,122 0,078 -0,007 
485 0,492 0,496 -0,005 410 0,112 0,067 -0,006 
484 0,512 0,514 -0,005 400 0,099 0,048 -0,006 
483 0,521 0,529 -0,005     
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Ilustración 4.9 Barrido espectral de azitromicina con 5 mL de Metanol y 10 mL de ácido sulfúrico 
concentrado 
 
Nota: los datos de la tabla 14 indican que la longitud de onda máxima tanto en la muestra como en el 
estándar es a los 481 nm, no existe interferencias con los excipientes a la misma longitud de onda. 
4.1.3. Selección del intervalo óptimo de concentraciones 
En la tabla 4.10 se muestran los valores de los pesos reales del estándar de azitromicina. 
Tabla 4.10 Datos de la curva de calibración de azitromicina 
Muestra (g/mL) 
Cantidad a pesar de 
Azitromicina  (mg) 
Sin corregir la pureza 
Cantidad real pesada 
de azitromicina 
48 96 98,5 
36 88 90,5 
40 80 82,1 
36 72 74,1 
32 64 65,7 
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Cálculo de la concentración del estándar en ppm 
Pureza del estándar = 97,5% 
    
         
      
      
Cst Concentración del estándar 
Pst Pureza del estándar 
Preal Peso real del estándar 
FD Factor de Dilución 
 
    
         
        
      
                
Tabla 4.11 Datos de Absorbancia y Concentración del estándar de azitromicina para la curva de 
calibración 
Concentración 
(ppm) 
Absorbancia 
(A) 
48,0188 0,676 
44,1188 0,601 
40,0238 0,531 
36,1238 0,453 
32,0288 0,397 
 
Ilustración 4.10 Curva de calibración para determinar el intervalo óptimo de concentraciones 
 
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
30,0000 35,0000 40,0000 45,0000 50,0000
A
b
s
o
rb
a
n
c
ia
 
Concentración (ppm) 
Curva de Calibración 
 76 
 
Análisis estadístico 
Se utilizó el método de mínimos cuadrados: 
Tabla 4.12 Mínimos cuadrados 
Nivel 
Cst (ppm) 
X 
Ast 
Y 
X
2
 Y
2
 XY 
1 48,0188 0,676 2305,8004 0,4570 32,4607 
2 44,1188 0,601 1946,4641 0,3612 26,5154 
3 40,0238 0,531 1601,9006 0,2820 21,2526 
4 36,1238 0,453 1304,9253 0,2052 16,3641 
5 32,0288 0,397 1025,8408 0,1576 12,7154 
∑ 200,3138 2,658 8184,9312 1,4630 109,3081 
 
Ecuación de la recta:  
       
Cálculo de la pendiente: 
  
  ∑    ∑ ∑ 
  ∑     ∑   
 
  
                          
                        
 
          
Desviación estándar de la pendiente: 
   √
   
 
∑   
 ∑   
 
 
   
  
∑    ∑   ∑  
   
 
   
              
   √
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Límite de Confianza de la Pendiente 
           
                              
                        
Cálculo del Intercepto: 
  
∑  ∑    ∑ ∑  
  ∑     ∑   
 
  
                                 
                         
 
          
Desviación estándar del Intercepto: 
     √
∑  
 
 
              √
         
 
 
           
Límite de confianza del Intercepto: 
           
                          
                   
Ecuación de la recta: 
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Cálculo del coeficiente de correlación  
  
  ∑    ∑ ∑ 
√  ∑    ∑      ∑    ∑    
 
  
                         
√                                            
 
         
Test de Hipótesis para demostrar que existe una correlación entre X e Y. 
Ho: texp < tt No hay correlación entre X e Y 
Ha: texp > tt Hay correlación entre X e Y   
     
| |  √   
√    
 
     
|      |  √   
√         
 
             
         
Tabla 4.13 Datos experimentales de la pendiente, intercepto y la correlación por el método de mínimos 
cuadrados 
Pendiente Intercepto Correlación ttab texp 
0,01765 -0,1757 0,9980 2,776 31,6008 
 
Nota: el valor de la texp es mayor al valor de t en tablas por lo tanto hay correlación entre los valores X e Y 
4.2. Validación del método espectrofotométrico desarrollado para la valoración de 
azitromicina en comprimidos 
En la tabla 4.14 se muestran los valores de absorbancia y concentración en ppm para todos los 
niveles de concentración. 
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Tabla 4.14 Datos experimentales para la validación 
Nivel 
Porcentaje Analista 1 Analista 2 
de p.a 
Absorbancia 
Concentración 
Absorbancia 
Concentración 
 
Ppm Ppm 
1 80% 
Día1 
0,397 32,0288 0,398 32,1094 
0,396 31,9481 0,399 32,1901 
0,399 32,1901 0,399 32,1901 
Día2 
0,392 31,6254 0,402 32,4321 
0,393 31,7060 0,395 31,8674 
0,396 31,9481 0,403 32,5128 
2 90% 
Día1 
0,45 35,8845 0,455 36,2832 
0,448 35,7250 0,458 36,5225 
0,452 36,0440 0,456 36,3630 
Día2 
0,452 36,0440 0,449 35,8048 
0,456 36,3630 0,45 35,8845 
0,454 36,2035 0,445 35,4858 
3 100% 
Día1 
0,528 39,7976 0,533 40,1745 
0,529 39,8730 0,535 40,3252 
0,528 39,7976 0,532 40,0991 
Día2 
0,534 40,2499 0,531 40,0238 
0,536 40,4006 0,539 40,6267 
0,533 40,1745 0,532 40,0991 
4 110% 
Día1 
0,6 44,0453 0,593 43,5315 
0,596 43,7517 0,6 44,0453 
0,599 43,9719 0,597 43,8251 
Día2 
0,603 44,2656 0,595 43,6783 
0,6 44,0453 0,599 43,9719 
0,598 43,8985 0,598 43,8985 
5 120% 
Día1 
0,676 48,0188 0,679 48,2319 
0,67 47,5925 0,677 48,0898 
0,681 48,3739 0,677 48,0898 
Día2 
0,68 48,3029 0,672 47,7346 
0,679 48,2319 0,678 48,1608 
0,674 47,8767 0,676 48,0188 
4.2.1. Linealidad 
En la siguiente tabla se muestran los valores de la regresión lineal realizados en la muestra de 
azitromicina. 
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Tabla 4.15 Datos experimentales promedios de las muestras de azitromicina para la regresión lineal 
por el Método de Mínimos Cuadrados 
Nivel 
Concentración 
(ppm) 
X 
Absorbancia 
Y 
X
2
 Y
2
 XY 
1 32,0624 0,397 1027,9954 0,1576 12,7288 
2 36,0507 0,452 1299,6494 0,2043 16,2949 
3 40,1368 0,533 1610,9627 0,2841 21,3929 
4 43,9107 0,598 1928,1532 0,3576 26,2586 
5 48,0602 0,677 2309,7828 0,4583 32,5368 
∑ 200,2208 2,6570 8176,5435 1,4619 109,2119 
4.2.2. Precisión 
A continuación un ejemplo del Análisis de Varianza (ADEVA), para el primer nivel de 
concentración (32 ppm) 
Repetibilidad 
Tabla 4.16 Datos para evaluar la repetibilidad y reproducibilidad 
Tratamientos 
Repeticiones 
 
R1 R2 R3 ∑ X 
A1D1C1 32,0288 31,9481 32,1901 96,1670 32,0557 
A1D2C1 31,6254 31,7060 31,9481 95,2795 31,7598 
A2D1C1 32,1094 32,1901 32,1901 96,4896 32,1632 
A2D2C1 32,4321 31,8674 32,5128 96,8123 32,2708 
   ∑ 
384,7484 32,0624 
 
A1,2 = Analista 
D1,2 = Día 
C1,…,5 = Nivel de concentración 
 
Factor de corrección 
   
 ∑    
   
 
           
   
            
Suma de cuadrados totales (SCT) 
    ∑       
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Suma de cuadrados de los tratamientos 
    
∑   
 
    
    
                     
 
            
                                 
Suma de cuadrados del error experimental (SCEEx) 
              
                           
Cuadrados medios de la SCtD 
       
   
   
 
       
      
 
        
Cuadrados medios de la SCEEx 
        
     
    
 
        
      
 
        
Factor de cálculo (Fcal) 
     
      
      
 
     
      
      
        
Desviación estándar de la repetibilidad del método 
   √        
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   √              
Coeficiente de variación de la repetibilidad del método 
     
  
 ̅
     
     
      
       
             
Tabla 4.17 Repetibilidad del Método 
Nivel 
Concentración 
ppm 
% Concentración Fcal 
Ftab 
Sr % CVr 
5% 1% 
1 32,0624 80 3,4623 5,07 7,59 0,2057 0,6415 
2 36,0590 90 9,8693 5,07 7,59 0,1660 0,4630 
3 40,1368 100 3,9470 5,07 7,59 0,1846 0,4599 
4 43,9141 110 1,1227 5,07 7,59 0,1919 0,4369 
5 48,0602 120 0,3700 5,07 7,59 0,2546 0,5297 
 
Nota: Para el análisis de la repetibilidad del método se utiliza como valor de referencia el valor del %CVr, 
que no debe ser mayor al 2 % según el criterio de aceptación de la ICH, se aceptan los valores ya que el valor 
a cada una de las concentraciones es menor al 2%, para el análisis de varianza, no existe diferencia 
significativa en los niveles de concentración a excepción del segundo nivel de concentración debido a que la 
dispersión de estos valores es alta (tabla4.14). 
Reproducibilidad 
Para evaluar la reproducibilidad del método se utilizó los datos de la tabla 4.14 y los cálculos del 
ADEVA. 
Desviación estándar de la reproducibilidad del método 
   √
   
   
 
   √
      
    
 
          
 
Coeficiente de variación de la reproducibilidad del método 
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√  
 ̅
     
     
√      
       
     
            
En la tabla 4.18  se presenta los datos obtenidos del coeficiente de variación para todos los niveles 
de concentración. 
Tabla 4.18 Reproducibilidad del Método 
Nivel 
Concentración 
ppm 
% Concentración SR CVR 
1 32,0624 80 0,2652 1,6062 
2 36,0590 90 0,3069 1,5431 
3 40,1368 100 0,2479 1,2405 
4 43,9141 110 0,1951 1,0057 
5 48,0602 120 0,2316 1,0013 
 
Nota: la reproducibilidad se evalúo en base al coeficiente de variación (CVR) cuyo criterio de aceptación no 
debe ser mayor al 2% según la norma ICH, cuyos valores a cada nivel de concentración cumplen con el 
criterio. 
4.2.3. Exactitud 
A continuación se presenta en la tabla 4.20, las concentraciones del estándar para cada nivel y la 
media de las concentraciones de la muestra a cada nivel. 
Tabla 4.19 Concentraciones reales para cada nivel de concentración para el estándar y la muestra 
Nivel de 
concentración 
Concentración 
Estándar 
Concentración 
Muestra 
80% 32,0288 32,0624 
90% 36,1238 36,0507 
100% 40,0238 40,1368 
110% 44,1188 43,9107 
120% 48,0188 48,0602 
Se detalla un ejemplo para el cálculo del porcentaje de recuperación para el primer nivel de 
concentración (32 ppm) 
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Tabla 4.20 Porcentaje de recuperación para cada nivel de concentración de trabajo 
Nivel de 
concentración 
Concentración 
Estándar 
Concentración 
Muestra 
% de 
Recuperación 
80% 32,0288 32,0624 99,90 
90% 36,1238 36,0507 100,20 
100% 40,0238 40,1368 99,72 
110% 44,1188 43,9107 100,47 
120% 48,0188 48,0602 99,91 
 
Nota: La exactitud se evaluó en base al porcentaje de recuperación de principio activo mediante la valoración 
de muestras de concentración conocida, el criterio de aceptación es del 98 – 102%, todos los valores entran 
en el rango de aceptación. 
4.2.4. Determinación de la Incertidumbre 
Certificado de pureza del estándar (Anexo 1) 
                   
      
  
√ 
 
      
      
√ 
 
                
Nota: la incertidumbre del estándar está dada por el intervalo de tolerancia de la concentración descrita en el 
certificado de análisis, se expresa en miligramos (mg) para trabajar con las mismas unidades de las 
concentraciones (ppm = mg/L). 
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Material Volumétrico 
Tabla 4.21 Apreciación del Material volumétrico expresado en litros y mililitros 
Material Apreciación (± a) Apreciación (±a) 
Pipeta de 5 mL 0,015 mL 0,000015 L 
Pipeta de 25 mL 0,030 mL 0,000030 L 
Balón de 100 mL 0,1 mL 0,0001 L 
Balón pyrex de 50 mL 0,1 mL 0,0001 L 
Balón LMS de 50 mL 0,06 mL 0,0006 L 
 
      
 
√ 
 
      
          
√ 
 
               
     
Tabla 4.22 Incertidumbre combinada del material volumétrico 
Incertidumbre (u) u
2
 
6,12372E-06 3,75E-11 
1,22474E-05 1,5E-10 
4,08248E-05 1,66667E-09 
4,08248E-05 1,66667E-09 
2,44949E-05 6E-10 
SUMA 4,12083E-09 
 
       √(           )
 
 (            )
 
                                                   
       √            
                
    
Nota: La incertidumbre combinada del material de volumétrico es la suma de todas las incertidumbres de 
cada uno de los materiales utilizados, tiene relación con la apreciación (±Volumen), en este caso expresamos 
en litros (L) debido a las unidades de los niveles de concentración (ppm = mg/L).  
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Balanza 
     
 
√ 
 
     
     
√ 
 
              
Nota: En este caso la incertidumbre de la balanza tiene relación con la resolución o precisión que tiene el 
instrumento y se expresa igualmente en mg. 
Espectrofotómetro 
Tabla 4.23 Datos Experimentales de la calificación del espectrofotómetro 
Conc (ppm) 
Absorbancia 
Absorbancia (med) 
R1 R2 R3 
25 0,248 0,248 0,249 0,248 
50 0,500 0,501 0,501 0,501 
100 1,005 1,005 1,005 1,005 
150 1,506 1,505 1,506 1,506 
 
Tabla 4.24 Datos experimentales para la calificación del espectrofotómetro 
Muestra 
Conc (ppm) 
X 
Absorbancia 
Y 
X
2
 Y
2
 XY 
1 25 0,248 625 0,06150 6,2 
2 50 0,501 2500 0,25100 25,05 
3 100 1,005 10000 1,01003 100,5 
4 150 1,506 22500 2,26804 225,9 
Suma 325 3,26 35625 3,59057 357,65 
Pendiente (b) 0,01006 
Intercepto (a) -0,00268 
     √
∑    ∑   ∑  
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√ 
 
       
     
√ 
 
                
Factor Respuesta del espectrofotómetro 
Coeficientes de sensibilidad 
Pendiente (m) 0,01771625 
Intercepto (b) -0,17803233 
   
 
 
 
   
 
      
 
           
 
    
  
 
 
    
  
      
 
             
Tabla 4.25 Datos para calcular el Factor Respuesta del equipo 
NIVEL CONC ABS (Y) Y corr 
80 32,0624 0,3970 0,38999268 
90 36,0507 0,4520 0,46065011 
100 40,1368 0,5330 0,53304138 
110 43,9107 0,5980 0,59990149 
120 48,0602 0,6770 0,67341434 
Sumatoria 200,2208 2,6570 2,6570 
Media 40,0442 0,5314 0,5314 
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Desviaciones estándar 
Tabla 4.26 Datos para calcular el Factor Respuesta del equipo 
NIVEL X
2
 X-Xmed (X-Xmed)
2
 Ycorr Y-Ycorr (Y-Ycorr)
2
 
80 1027,9954 -7,9818 63,7089 0,380 0,0070 4,9103E-05 
90 1299,6494 -3,9935 15,9481 0,461 -0,0087 7,4824E-05 
100 1610,9627 0,09264 0,00858 0,533 0,0000 1,7124E-09 
110 1928,1532 3,8666 14,9505 0,600 -0,0019 3,6157E-06 
120 2309,7828 8,0160 64,2570 0,673 0,0036 1,2857E-05 
Suma 8176,5435 0,0000 158,8731 2,657 0,0000 1,4040E-04 
Media 1635,3087 0,0000 31,7746 0,531 0,0000 2,8080E-05 
            
√∑(       
̇ )
 
   
 
            √
∑             
   
 
                    
   
   
           
√∑    ̅  
 
   
          
√∑           
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Tabla 4.27 Incertidumbre del Factor respuesta del equipo por cada nivel de concentración 
NIVEL Cy Cyo Cm Uy Uyo Um UCFR 
80 56,4453 -56,4453 -675,3220 0,006415 2,0633E-05 5,10223E-07 0,3621 
90 56,4453 -56,4453 -900,4420 0,004630 2,0633E-05 5,10223E-07 0,2613 
100 56,4453 -56,4453 -1131,086 0,004599 2,0633E-05 5,10223E-07 0,2596 
110 56,4453 -56,4453 -1344,108 0,004369 2,0633E-05 5,10223E-07 0,2466 
120 56,4453 -56,4453 -1578,325 0,005297 2,0633E-05 5,10223E-07 0,2989 
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Tabla 4.28 Incertidumbre estándar del espectrofotómetro por cada nivel de concentración 
NIVEL Ucal Uresol UcombFR Uespec 
80 0,000158 0,000577 0,3621 0,3621 
90 0,000158 0,000577 0,2613 0,2613 
100 0,000158 0,000577 0,2596 0,2596 
110 0,000158 0,000577 0,2466 0,2466 
120 0,000158 0,000577 0,2989 0,2990 
 
Nota: La incertidumbre del espectrofotómetro se calculó a partir de: la incertidumbre de calibración, la 
incertidumbre de la resolución y la incertidumbre del factor respuesta del espectrofotómetro, al relacionar las 
tres se obtiene la incertidumbre estándar del espectrofotómetro expresada en la Tabla 4.29 como Uespec. 
Operador 
Tabla 4.29 Coeficientes de variación de la Repetitividad del método 
Nivel % CVr CVr 
1 1,6062 0,016062 
2 1,5431 0,015431 
3 1,2405 0,012405 
4 1,0057 0,010057 
5 1,0013 0,010013 
 
Nota: El valor más alto de la incertidumbre es la que aporta el operador, debido a los errores sistemáticos 
cometidos en la pesada, en la toma de las alícuotas o en el aforo, está determinado por el coeficiente de 
variación de la repetibilidad del método (CVr). 
Incertidumbre combinada 
   √(      )
 
         (     )
 
               
   √                                                             
              
Factor de cobertura 
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Incertidumbre expandida 
           
           
Tabla 4.30 Incertidumbre expandida por cada nivel de concentración 
NIVEL N U 
80 0,3678 0,7357 
90 0,2692 0,5384 
100 0,2674 0,5347 
110 0,2547 0,5093 
120 0,3057 0,6113 
 
Tabla 4.31 Modo de expresar la Incertidumbre 
C(ppm) U (ppm) % U 
32,0624 ±0,7357 2,2946 
36,0507 ±0,5384 1,4935 
40,1368 ±0,5347 1,3322 
43,9107 ±0,5093 1,1599 
48,0602 ±0,6113 1,2720 
 
Nota: La incertidumbre expandida es la incertidumbre del método y según la ICH el valor no tiene que ser 
mayor al 30%, por lo que se aceptan los datos debido a que la incertidumbre en cada nivel de concentración 
no es mayor al 30%. 
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4.2.5. Especificidad 
Tabla 4.32 Barrido espectral de la muestra tratada con 5 mL de metanol y ácido sulfúrico 
 Estándar Muestra Placebo  Estándar Muestra Placebo 
700 0,002 -0,004 -0,003 482 0,528 0,537 -0,005 
650 0,004 0,000 -0,004 481 0,531 0,537 -0,005 
600 0,004 0,000 -0,004 480 0,528 0,533 -0,005 
550 0,010 -0,004 -0,004 479 0,518 0,525 -0,006 
540 0,043 0,004 -0,003 478 0,508 0,511 -0,006 
530 0,066 0,015 -0,003 477 0,495 0,496 -0,006 
520 0,083 0,030 -0,003 476 0,479 0,477 -0,006 
510 0,109 0,063 -0,004 475 0,462 0,463 -0,006 
505 0,129 0,085 -0,004 474 0,449 0,444 -0,006 
500 0,168 0,130 -0,004 473 0,432 0,426 -0,006 
499 0,178 0,141 -0,004 472 0,419 0,411 -0,006 
498 0,191 0,155 -0,004 471 0,403 0,396 -0,006 
497 0,208 0,174 -0,003 470 0,389 0,381 -0,006 
496 0,224 0,192 -0,003 469 0,380 0,366 -0,006 
495 0,244 0,211 -0,003 468 0,366 0,355 -0,007 
494 0,264 0,237 -0,004 467 0,356 0,340 -0,007 
493 0,287 0,263 -0,004 466 0,347 0,329 -0,007 
492 0,310 0,289 -0,004 465 0,337 0,318 -0,007 
491 0,337 0,318 -0,004 460 0,290 0,266 -0,008 
490 0,363 0,348 -0,004 455 0,244 0,215 -0,009 
489 0,393 0,381 -0,004 450 0,208 0,174 -0,009 
488 0,422 0,414 -0,005 440 0,168 0,133 -0,008 
487 0,449 0,444 -0,005 430 0,145 0,111 -0,007 
486 0,472 0,470 -0,005 420 0,122 0,078 -0,007 
485 0,492 0,496 -0,005 410 0,112 0,067 -0,006 
484 0,512 0,514 -0,005 400 0,099 0,048 -0,006 
483 0,521 0,529 -0,005     
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Ilustración 4.11 Barrido espectral de la muestra tratada con 10 mL de metanol y ácido sulfúrico 
 
Nota: según los resultados obtenidos del barrido espectral, podemos observar en la gráfica que no existe 
interferencia con relación a algún componente de la formulación de los comprimidos de azitromicina en la 
longitud de onda de máxima absorción que es 481 nm. 
4.2.6. Robustez 
Tabla 4.33 Absorbancias y concentraciones de las diferentes muestras de azitromicina, filtradas y sin 
filtrar 
Planta Piloto Lamosan Pfizer 
Filtrada Sin Filtrar Filtrada Sin Filtrar Filtrada Sin Filtrar 
Abs Conc Abs Conc Abs Conc Abs Conc Abs Conc Abs Conc 
0,604 45,5261 0,540 40,7021 0,631 47,5612 0,545 41,0790 0,663 49,9732 0,533 40,1745 
0,601 45,3000 0,538 40,5514 0,633 47,7119 0,541 40,7775 0,654 49,2948 0,534 40,2499 
0,600 45,2246 0,535 40,3252 0,641 48,3149 0,548 41,3051 0,668 50,3500 0,533 40,1745 
0,596 44,9231 0,540 40,7021 0,628 47,3351 0,545 41,0790 0,670 50,5008 0,536 40,4006 
0,591 44,5462 0,538 40,5514 0,638 48,0888 0,544 41,0036 0,663 49,9732 0,536 40,4006 
0,593 44,6970 0,533 40,1745 0,639 48,1642 0,548 41,3051 0,667 50,2747 0,538 40,5514 
 
Para verificar si hay diferencia significativa entre los diferentes tratamientos se realizó una prueba 
de t pareada. 
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Tabla 4.34 Diferencias de las Concentraciones de Muestras de Azitromicina de las Diferentes Casas 
Farmacéuticas 
Diferencia de las Concentraciones 
Muestra 
Planta Piloto Lamosan Pfizer 
di di
2 
di di
2
 di di
2
 
1 4,8240 23,2705 6,4822 42,0188 9,7987 96,0137 
2 4,7486 22,5490 6,9344 48,0864 9,0449 81,8105 
3 4,8993 24,0034 7,0098 49,1374 10,1755 103,5414 
4 4,2210 17,8165 6,2561 39,1384 10,1002 102,0131 
5 3,9948 15,9587 7,0852 50,1998 9,5725 91,6334 
6 4,5225 20,4526 6,8591 47,0467 9,7233 94,5422 
Sumatoria 27,2101 124,0508 40,6267 275,6275 58,4151 569,5544 
Media 4,5350 
 
6,7711 
 
9,7358 
  
  
   
√
∑     ∑     ⁄
      
 
  
      
√
                    ⁄
      
 
          
Tabla 4.35 Datos de t pareada 
Casa Farmacéutica tcalc ttab (95%) 
Planta piloto 30,7492 2,015 
Lamosan 50,4981 2,015 
Pfizer 58,4002 2,015 
 
Nota: Con el test de la t pareada se determinó que la tcalc es mayor a la ttab por lo que sí existe diferencia 
significativa en la muestra filtrada y sin filtrar debido a  la presencia de los excipientes que posee esta 
formulación,  es necesario realizar una filtración al momento de tomar la alícuota de 5 mL de la solución 
inicial, de esta manera se reduce significativamente el error de los resultados. 
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4.3. Comparación del método espectrofotométrico con el desarrollado con el método de 
HPLC especificado en la farmacopea 
4.3.1. Método de HPLC para la cuantificación de azitromicina 
Tabla 4.36 Tiempos de retención y Áreas de los picos de azitromicina en HPLC 
No. Repeticiones T. retención (min) 
AREA 
mAU 
1 st azit1 4,393 74,4895 
2 st azit2 4,370 75,7113 
3 st azit3 4,317 78,7092 
1 M.azit1 4,273 76,4425 
1 M.azit2 4,277 75,3570 
2 M.azit1 4,337 77,3925 
2 M.azit2 4,347 77,5067 
3 M.azit1 4,330 76,9689 
3 M.azit2 4,310 76,8442 
4 M.azit1 4,323 76,0825 
4 M.azit2 4,320 75,9954 
5 M.azit1 4,297 75,1789 
5 M.azit2 4,297 75,2515 
6 M.azit1 4,307 75,9571 
6 M.azit2 4,290 75,9148 
7 M.azit1 4,287 77,3962 
7 M.azit2 4,300 77,8386 
8 M.azit1 4,290 77,7293 
8 M.azit2 4,287 76,1992 
Media: 4,313 76,4719 
Desv. Est. Rel (DSR): 0,73% 6,32% 
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Tabla 4.37 Datos Para calcular el % de p.a. en con el método en HPLC 
Muestra Áreas Medias Peso Muestra % p.a. 
St 76,3033 25,6 N/A 
1 75,8998 39,2 99,2739 
2 77,4496 39,2 101,3011 
3 76,9066 39,1 100,8480 
4 76,0390 39,1 99,7104 
5 75,2152 38,9 99,1373 
6 75,9360 39,1 99,5753 
7 77,6174 39,1 101,7802 
8 76,9643 39,2 100,6662 
 
%St = 97,5 
FDst = 50 mL 
FDm = 50 mL 
PP = 783,7 mg 
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4.3.2. Cálculo del porcentaje por el método espectrofotométrico 
Tabla 4.38 Datos para calcular el % de p.a. por el método espectrofotométrico 
Muestra A (m) P Muestra Cm % p.a. 
1 0,540 126,0 508,2603 101,6521 
2 0,535 126,0 503,5542 100,7108 
3 0,535 126,1 503,1548 100,6310 
4 0,532 125,8 501,5266 100,3053 
5 0,530 126,0 498,8480 99,7696 
6 0,538 126,1 505,9763 101,1953 
7 0,535 126,0 503,5542 100,7108 
8 0,535 125,9 503,9541 100,7908 
9 0,540 126,0 508,2603 101,6521 
10 0,531 125,9 500,1862 100,0372 
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Cst = 40,0238 ppm 
Ast = 0,531 
PP = 786,7 mg 
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Tabla 4.39 Datos experimentales para el cálculo de "t" 
Muestra 
MHPLC % p.a. 
(X) 
MEspec % p.a. 
(Y) 
1 99,2739 101,6520 
2 101,3011 100,7108 
3 100,8480 100,6309 
4 99,7104 100,3053 
5 99,1373 99,7696 
6 99,5753 101,1953 
7 101,7802 100,7108 
8 100,6662 100,7908 
9 _______ 101,6520 
10 _______ 100,0372 
Sumatoria 802,2924 1007,4550 
Media 100,2866 100,7455 
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Calculo de la t sorteada para el análisis estadístico 
 
  √
             
      
 
         
 
  
|                 |
      
 √
    
    
 
 
        
texp 1,199 
ttab
95% 
1,746 
texp < ttab No hay diferencia significativa 
 
Nota: En la tabla 45 se encuentran los resultados de los porcentajes de azitromicina en los comprimidos, se 
observa que los datos son similares esto se puede comprobar con el análisis estadístico que se realizó, donde 
la texp es menor que la ttab, lo que quiere decir que, con una probabilidad del 95%, no hay diferencia 
significativa entre los dos métodos. 
 
4.4. Análisis costo tiempo 
Tabla 4.40 Análisis de tiempo entre el método en HPLC y espectrofotométrico 
Actividad 
HPLC 
(min) 
Espectrofotométrico 
(min) 
Preparación Reactivos 30 N/A 
Preparación Muestras 20 15 
Preparación Estándar 15 10 
Tiempo de Reacción N/A 75 
Utilización Ultrasonido 30 30 
Lectura de Resultados 30 5 
Cálculos 5 5 
Tiempo total 130 140 
 
Nota: El tiempo que toma hacer el análisis de azitromicina en comprimidos con el método de HPLC y 
espectrofotométrico se detalla en la Tabla 4.41, siendo el método más rápido el método por HPLC. 
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Tabla 4.41 Análisis de costos entre el método en HPLC y espectrofotométrico 
Reactivo CANTIDAD HPLC Espectrofotométrico 
Metanol 2,5 L N/A 35,00 
Titrisol de solución de HCl 0,1 N 1 Ampolla N/A 28,00 
Ácido sulfúrico concentrado 1 L N/A 29,00 
Metanol grado HPLC 2,5 L 37,00 N/A 
Fosfato de básico de potasio 1000 g 52,00 N/A 
1-octanosulfonato de sodio 25 g 416,00 N/A 
Acetonitrilo grado HPLC 2,5 L 94,00 N/A 
Fosfato monobásico de amonio 50 g 93,00 N/A 
TOTAL (USD) N/A 692,00 92,00 
 
Nota: Debido a que el HPLC necesita reactivos altamente puros, el método para determinar el porcentaje 
azitromicina en una muestra por este instrumento es más caro porque sus costos son elevados, mientras que 
con el método espectrofotométrico no se necesita reactivos grado HPLC, sus costos son razonables y el 
desarrollo de la técnica es más barata que en HPLC. 
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5. CAPÍTULO V CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
5.1. CONCLUSIONES 
 En la determinación de la solubilidad de la azitromicina, se realizaron ensayos en el 
laboratorio y la azitromicina es soluble en todos los disolventes de prueba (etanol, metanol, 
isobutanol, propanol, acetona) en etanol, metanol y acetona la azitromicina se disuelve con 
mayor velocidad que en el isobutanol y propanol. 
 La azitromicina no se puede determinar por el método espectrofotométrico en la región del 
UV, debido a que: 
a) En etanol e isobutanol la azitromicina presenta absorción, pero existen interferencias 
con los excipientes, por lo que con estos dos solventes el método no es específico. 
b) Con metanol, propanol y acetona tanto la muestra como el estándar de azitromicina no 
absorbe en esta región del espectro. 
 El solvente influye en la región del visible de la siguiente manera: 
a) Con los tres solventes de prueba (etanol, metanol y ácido clorhídrico 0,1N) la 
azitromicina presenta absorción, pero con etanol hay interferencias con los excipientes 
de la formulación. 
b) En metanol y HCl 0,1N; no hubo esta interferencia, pero por cuestión de costos y para 
gastar menos reactivos se utilizó 5 mL de metanol para disolver a la azitromicina y se 
realizó las demás diluciones con la solución de ácido clorhídrico sin existir 
interferencias con los excipientes.  
 En relación a todos los parámetros de validación se determinó: 
a) La linealidad se evaluó a través del método de mínimos cuadrados, la 
especificación de este parámetro según la ICH, se establece en relación al 
coeficiente de correlación que no tiene que ser menor que 0,995; este método si 
cumple con la especificación con un valor del coeficiente de correlación 0,9986. 
b) La exactitud del método se comprobó con el porcentaje de recuperación a través de 
una muestra de concentración conocida (estándar), a cada nivel de concentración el 
porcentaje debe estar entre 98 – 102%, todos los niveles de concentración cumplen 
con este parámetro. 
c) La precisión se midió a través de la reproducibilidad y la repetibilidad, se usó un 
Análisis de Varianza (ADEVA), con el cual se obtuvo el Coeficiente de Variación 
(%CV) para cada nivel de concentración, según las especificaciones esta no tiene 
que ser mayor al 2%, por lo que podemos concluir que en todos los niveles de 
concentración tanto en la repetibilidad como en la reproducibilidad se cumple con 
esté parámetro. 
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d) La incertidumbre expandida del método a cada nivel de concentración no tiene que 
ser mayor al 30% por lo que se concluye que en todos los niveles se cumple con la 
especificación establecida por la ICH. 
e) El método es específico para la azitromicina, no hay otro compuesto en la 
formulación que afecte a la absorción de la azitromicina en la longitud de onda de 
máxima absorción que es 481 nm. 
f) Con respecto a la robustez del método hubo diferencia significativa con una 
probabilidad del 95% con la muestra filtrada y sin filtrar por lo que es necesario 
filtrar a la primera solución de azitromicina antes de tomar la alícuota de 5 mL, 
para evitar interferencias en su determinación. 
 Comparando con el método oficial descrito en la USP 34-NF 29 no existe diferencia 
significativa entre los métodos, por lo tanto, el método espectrofotométrico para la 
cuantificación de azitromicina en comprimidos sí es una alternativa al método oficial. 
 Según el barrido espectral realizado a la longitud de onda de máxima absorción que es a los    
481 nm, no se encontraron interferencias con los excipientes a esta longitud de onda, el 
intervalo de concentraciones es de 32,00 – 48,00 ppm donde sí existe linealidad. 
 Se estableció un análisis costo-tiempo se encontró que el método en HPLC es  más caro 
que el método espectrofotométrico y que el tiempo de análisis de azitromicina por el 
método de HPLC es más rápido que el método espectrofotométrico  
5.2. RECOMENDACIONES 
 Las lecturas de las medidas de absorbancia tienen que realizarse a los 75 ± 5 minutos de la 
reacción debido a que el cromógeno pierde absorbancia después del tiempo máximo de 
reacción. 
 Se recomienda utilizar este trabajo como guía para desarrollar métodos 
espectrofotométricos para moléculas que tengan características similares a los antibióticos 
macrólidos. 
 Es recomendable utilizar instrumentos y equipo de laboratorio que estén calificados y 
calibrados, los reactivos utilizados deben ser para análisis, para garantiza la confiabilidad 
de los datos. 
 Si existiera algún cambio significativo en el método se debe validar nuevamente, por 
ejemplo, cambiar el solvente o alguno de los reactivos utilizados, si se desea ampliar el 
intervalo de concentraciones. 
 Este método solo aplica en comprimidos de azitromicina, si se desea aplicar este método a 
otras formas farmacéuticas se recomienda verificar la validez del mismo, y comprobar que 
no exista interferencias con los excipientes. 
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ANEXOS 
Anexo 1 Certificado de análisis del estándar secundario de azitromicina 
 
 105 
 
Anexo 2 Cromatogramas 
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Anexo 3 Cotización de Reactivos 
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Anexo 4  
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Anexo 5 Informe Análitico de las Tabletas de Azitromicina 
 
Producto: Azitromicina 500 mg 
Código: AZI034 
Lote: 1204001 
Nº de Análisis: 0001 
 
 
Cantidad: 200 unidades 
Fecha: 05 – May – 2012 
Fecha Elab: 04 – 2012 
Fecha de Exp: --------
BOLETÍN DE ANÁLISIS 
Parámetro Especificación Resultado 
Organolépticos 
 Color 
 Olor 
 Aspecto 
 
Blanco 
Característico 
Tableta redonda sin rebabas 
 
Cumple 
Cumple 
Cumple 
Físicos 
 Dureza 
 Friabilidad 
 Desintegración 
 Peso Promedio 
 
≥ 5 Kgf 
Máx 0,8 % 
30 min 
± 5 % 
 
12 Kgf 
0,76% 
5 min. 36 seg. 
783,76 mg 
Geométricos 
 Diámetro 
 Ancho 
 
A establecer 
A establecer 
 
12,68 mm 
3,98 mm 
Químicos 
 Identificación 
 % p.a. 
 
Cambio de color con H2SO4 
90 – 110% 
 
Cumple 
101,00 % 
 
Observaciones___________________________________________________________________
_______________________________________________________________________________
____________________________________________________________________________ 
 
Disposición 
[X] Aprobado    [  ] Cuarentena    [  ] Rechazado 
 
Firma      Fecha 
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Anexo 6 Tabla de t de Student 
 
